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. f , h ^ vwteBOidc Erilndung betnfft Vektoren. Wut-Vektorkombinationen und Verfahren zur Herstellung von stabilen Fusionsproteinen 
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domanenauf der Obernftche von BaktenenzeMen, msbesondere Escherichia coli Zellen fuhrt. Bei Bedarf kdnnen die PassagierdWanen 
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Export systeme fur reJcombinante Proteine 



Beschreibung 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft Vektoren, Wirt - Vektorkom- 
binationen and Verfahren zur Herstellung von stabilen Fu- 
sionsproteinen bestehend aus einem Tragerprote in und einem 
Passagierprotein, wobei die Expression der Fusionsproteine 
o zur Exposition der Passagierdomanen auf der Oberflache von 
Bakterienzellen, insbesondere Escherichia coli Zellen f uhrt . 
Bei Bedarf konnen die Passagierdomanen durch Proteasen, z.B. 
durch ausgewahlte wirtsf aktoren ( wie etwa OmpT m das Milieu 
f reigesetzt werden . 

Die vorliegende Erfindung betrifft daruberhinaus die Verwen- 
dung von Tragerproteinen oder Tragerproteinanteilen aus na- 
turlichen Proteinen, die als Aminosauresequenzen in Datenban- 
ken oder Dateien vorliegen und entsprechend ihrer Eigenschaf- 
ten Autotransporter genannt werden. 

Die vorliegende Erfindung ermoglicht Verfahren zur Identifi- 
zierung und Selektion von Bakterien, die mindestens ein Pas- 
sagierprotein auf ihrer Oberflache mit definierter Affinitat 
zu einem Bindungspartner exprimieren, sowie deren Verwendung 
fur diagnostische Zwecke . Insbesondere erlaubt das erfin- 
dungsgemaSe Verfahren die Expression von Peptid-Bibliotheken 
auf der Oberflache von Bakterienzellen, mit deren Hilfe bei- 
spielsweise die Bestimmung des Liganden mit der hochsten Af- 
finitat bei Antikorpern, MHC-Molekulen oder anderen Komponen- 
ten des Immunsystems moglich ist . 

Daruberhinaus ermoglicht das erf indungsgemafce Verfahren die 
Produktion von Fusionsproteinen, die sich aus Anteilen schwe- 
rer und leichter Antikorperdomanen und einem Autotransporter 
zusammensetzen, und deren Transport durch die bakterielle 
Zellhulle. In einer spezifischen Ausf uhrungsf orm wird letzt- 
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lich die 2 ielgerichtece Varianz von bindungsakt iven rekombi - 
nanten Antikorpern und deren funktionelle Prasentation auf 
der Zelloberf lache von Escherichia coli moglich. 

5 Generell erlaubt das erf indungsgemafie Verfahren die Expres- 
sion von rekombinanten Proteinen, die Rezeptoren oder Ligan- 
den sein konnen, auf der Bakter ienoberf lache , sowie die Se- 
lektion aufgrund der Bindungsaf f initat zu einem Bindungspart 
ner, womit eine damic einhergehende Selektion eines klonalen 
10 Produzenten mogl ich wird . 



Erf indungsgemaS ist auch eine Verwendung von Bakterien, die 
Proteinf usionen auf der Zelloberf lache exprimieren und die 
gebunden an ein Tragermaterial oder in Losung vorliegen, zur 

15 gezielten Anreicherung oder Reinigung eines zu den Oberfla- 
chen-exponierten Proteindomanen Affinitat zeigenden Bindungs 
partners. Daruberhinaus betrifft die vorliegende Erfindung 
auch die Oberf lachenexpression von Enzymen oder anderen Pro- 
teinen mit biologisch, chemisch oder technisch relevanten 

20 Eigenschaf ten , sowie, im Bedarf sf alle , deren gezielte Frei- 
setzung in das umgebende Milieu. 



Die Oberf lachenexposit ion von rekombinanten Proteinen auf 
Bakterienzellen ist ein Verfahren mit einer Vielzahi von mog 

25 lichen mikrobiologischen, molekularbiologischen , immunologi- 
schen oder technischen Anwendungen. Durch Produktion von re- 
kombinanten Proteinen auf diese Art und Weise werden ihre 
Eigenschaf ten , z.B. Bindungsaf finitaten oder enzymatische 
Aktivitaten (Francisco et al . , Bio . Technology 11 (1993) 491 

30 495) zuganglich, ohne daS ein weiterer Schritt, wie 

beispielsweise der AufschluS der Produzentenzelle notwendig 
ist. Da nur eine limitierte Anzahl von Faktoren naturlicher- 
weise auf der Baktereinoberf lache exprimiert werden, ist zu- 
satzlich eine spezifische Anreicherung des rekombinanten Pro 

35 teins im Vergleich zu einer cytosol ischen Produktion gegeben 
Ein weiterer wesentlicher Vorteil ist, dafe man mit den glei- 
chen Methoden, mit denen man das gesuchte rekombinante Pro- 
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tein selektioniert , auch den Produzenten dieses Proteins, 
eine Bakterienzelle isolieren kann, und somit einen klonalen 
Produzenten erhalt, der dauerhaft gelagert, stabil reprodu- 
ziert und in groSem Mafistab vermehrt werden kann. 

Fur die Presentation rekombinanter Proteine auf der Zellober- 
flache wurden bisher verschiedene Systeme verwendet, die je- 
doch ausnahmslos auch naturl icherweise fur den Transport oder 
die Sekretion bakterieller Oberf lachenproteine dienen (Little 
et al., TIBTECH 11 (1993), 3-5). Sinnvollerweise wurde da - 
bei die DNA-Region, die natiirlicherweise fur das zu transpor- 
tierende Protein, den Passagier, kodiert, ersetzt oder er- 
ganzt durch die kodierende DNA-Region des gewunschten rekom- 
binanten Proteines, wobei jedoch die kodierenden Bereiche der 
is fur den Transport verantwortlichen Proteindomanen, die Tra- 
gerproteine, in der Regel unverandert blieben. Daraus wird 
deutlich, daS Systeme, in denen Passagier- und Tragerkompo- 
nente unmittelbar benachbart oder in einem Gen kodiert vor- 
liegen, sogenannte Ein-Komponenten-Systeme, einen erhebiichen 
20 Vorteil gegenuber Systemen mit mehreren, unabhangigen Kompo- 
nenten (Gentschev et al . , Behring Inst. Mitt. 95 (1994) 57 - 
66) haben, insbesondere bei der Herstellung von universell 
verwendbaren Vektoren, die neben der Eigenschaft zur stabilen 
Replikation, einem oder mehreren Selektionsmarkern , den fur 
25 den Transport notwendigen Proteindomanen, auch eine Inser- 
tionsstelle fiir das den Passagier kodierende DNA- Fragment 
enthalten miissen. Als Tragerproteine in vielen bisher verwen- 
deten Ein- Komponenten- Systemen wurden Proteine der auGeren 
Membran von E. coli verwendet . Dazu gehoren unter anderem 
30 LamB (Charbit et al. ( Gene 70 (1988), 181 - 189), PhoE (Ag- 
terberg et al . , Gene 59 (1987) 145 - 150) oder OmpA (Frans- 
Cisco et al., Proc. Natl. Acad. Sci (1992), 2713 - 2717), 
deren Verwendung jedoch Nachteile bergen . So konnen zusatz- 
liche Proteinsequenzen nur in oberf lachenexponierten Schlei- 
3s fen integriert werden, was einmal zu fixierten amino- und 
carboxyterminalen Enden an den einrahmenden Tragerprot e mse - 
quenzen fiihrt und zum anderen sich limi t ierend auf die Lange 
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der einzubringenden Sequenzen auswirkt . Die Verwendung des 
Peptidoglykan assoziierten Lipoproteins (PAL) als Tragerpro- 
tein fuhrt zwar zum Transport zur aufieren Membran., eine Pra- 
sentation nativer Proteinsequenzen auf der Oberflache von 
s E.coli ist damit j edoch nicht moglich (Fuchs et al . 

Bio. Technology 9 (1991), 1369 - 1372). Eine Oberf lachenex- 
pression groEerer Proteine ist moglich unter Verwendung einer 
Fusion aus OmpA und Lpp als Tragerproteinanteil , an deren 
Carboxylende die Passagierproteinseguenzen angehangt werden 
io (Franscisco et al . , Proc . Natl. Acad. Sci (1992), 2713 - 

2717) . Dabei ist als Nachteil in Kauf zu nehmen, da£ die Fi- 
xierung des N-Terminus des Passagiers eine korrekte Faltung 
oder Funktion verhindern kann . 



is Weiterhin sind sogenannte Autotransporter enthaltende Pro- 
teine bekannt, eine Familie von sekretierten Proteinen in 
Gram-negativen Bakterien. In der Publikation Jose et al. 
(Mol .Microbiol . 18 (1995), 377-382) werden einige Beispiele 
fur solche Autot ransporterproteine genannt . Diese Proteine 

20 enthalten eine Proteindomane, die den Transport einer N-ter- 
minalen angehangten Proteindomane durch eine aus fi-Faltblatt- 
strukturen gebildete Porenstruktur in der AuSenmembran Gram-- 
negativer Bakterien ermoglicht. Die Autotransporter enthal- 
tenden Proteine werden als sogenanntes Poly- Protein -Vorlau - 

2s fermolekiil synthetisiert . Der typische Aufbau eines solchen 
Vorlauf erproteins ist dreigeteilt . Am N-Terminus befindet 
sich eine Signalsequenz , die verantwort 1 ich ist fur den 
Transport durch die innere Membran, unter Inanspruchnahme des 
im Wirt vorhandenen Sec- Transportapparates und die dabei ab- 

30 getrennt wird. Daran schlieSt sich die zu sekret ierende Pro- 
teindomane an, gefolgt von einer C-terminalen Hel f erdomane , 
die eine Pore in der AuSenmembran bildet, wodurch die N- ter- 
minal angehangte zu sekret ierende Proteindomane an die Ober- 
flache transloziert wird. Dort bleibt diese in Abhangigkeit 

35 ihrer auszuubenden Funktion mit dem nun als Membrananker die- 
nenden Heifer an der Bakter ienober f lache verbunden oder wird 
durch proteolyt ische Aktivitat abgetrennt, wobei diese pro- 
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teolytische Aktivitat der zu sekret ierenden Proteindomane 
mnewohnen kann oder eine vom Wirt ausgehende Eigenschaft 
sein kann oder eine externe/gezielt zugesetzte Aktivitat 
(z.B. Thrombin, IgA- Protease ) sein kann. Die Sektretion hete- 
s rologer Polypeptide bzw. Proteine unter Verwendung eines auf 
einem Autot ransporter basierenden Expressionssystems ist be - 
kannt . So ist beispiel sweise aus EP-A-0 254 090 oder der Pu- 
blikation Klauser et al . (EMBO J. 11 (1992), 2327-2335) be- 
kannt, da£ die Helf erdomane der IgA-Protease aus N. gonorr- 
io hoeae heterologe Polypeptide als Passagierdornanen in den he- 
terologen Baktenenstammen E.coli und Salmonella typhi murium 
exprimieren kann. 

Weiterhin ist der extrazellulare Transport des Proteins VirG 
is von Shigella bei Suzuki et al . (J . Biol . Chem . 270 (1995), 

30874-30880) beschrieben. Bei diesem Protein handelt es sich 
ebenfalls urn einen IgA-Protease-ahnlichen Autotransporter , 
der zur Expression fremder Polypeptide wie etwa Ma IE und PhoA 
in der Lage ist, die kovalent an den N-Terminus der 
20 Autotransporterdomane von VirG verkniipft wurden. Weiterhin 
wird in der Arbeit Shimada et al . (J.Biochem. 116 (1994), 
327-334) der extrazellulare Transport eines heterologen Po- 
lypeptids, namlich Pseudoazurin aus A. faecales in E.coli 
unter Verwendung der Autotransporterdomane der Ser inprotease 
25 von S. marcescens beschrieben. 

Bei den im Stand der Technik beschriebenen Verfahren zur Her- 
stellung zur Expression heterologer Passagierproteine mit 
Hiife von Autotransportersystemen wurden jedoch erhebliche 

20 Nachteile f estgestellt . So treten bei Verwendung der Trans- 
porter- bzw. Helferdomane der IgA-Protease aus N . gonorrhoeae 
in E.coli als Wirtstamm haufig erhebliche Kompat ibi 1 i tat spro - 
bleme auf. Zu starke Expression fuhrt zur Zell-Lyse oder die 
Bakterien zeigen ein vermindertes Wachstum auch bei mittlerer 

3s Expression, was in beiden Fallen zu einer erheblich vermin- 
derten Fusionsproteinausbeute fuhrt und auf Schwachen in der 
Stabilitat des Systems hinweist . Der vorliegenden Erfmdung 
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lag also das technische Problem zugrunde , Tragerproteir.e be- 
reitzustel len , die insbesondere bei Verwendung von E.coli al 
Wirtsstamm nicht zu diesen Nachteilen fiihren, da aus vieler- 
lei Grunden E.coli als Wirtsstamm gegeniiber z.B. Neisseria 
gonorrhoeae vorzuziehen ist . Zum einen lassen sich E.coli 
Stamme mit rekombinanter DNA schon in einfachen Laboratorien 
der Sicherheitsstuf e 1 anziehen. Daruberhinaus wird bereits 
mit E.coli Stammen in der kommerz iellen Produktion rekombi- 
nanter Proteine gearbeitet . Dies bedeutet einen erheblichen 
Vertex 1 im Umgang und in der Handhabung von rekombinanten 
E.coli Stammen im Vergleich zu anderen Wirtss tammen . Daruber 
hinaus gibt es von E.coli bereits eine groSe Anzahl genau 
charakterisierter Mutant enstamme , die in Abhangigkeit der 
gewunschten Anwendung eine Auswahl des Wirt sstammes zulassen 

Diese Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zur Presenta- 
tion von Peptiden oder/und Polypeptiden auf der Oberflache 
von Gram-negativen Wirt sbakterien , wobei man, 

(a) ein Wirtsbakterium bereitstell t , das transf ormiert mit 
einem Vektor, auf dem in operativer Verkniipfung mit ei- 
nem Promoter eine fusionierte Nukleinsauresequenz loka 
lisiert ist, umfassend: 

(i) einen Signalpept id- kodierenden Nukleinsaureab- 
schnitt , 

(ii) einen fur das zu prasent ierende Passagierpept id 
oder/und Passagierpolypept id kodierenden Nuklein- 
saureabschnitt , 

( i i i ) gegebenenf al 1 s einen fur eine Proteaseerkennungs - 
stelle kodierenden Nukleinsaureabschnit t , 

(iv) einen fur einen Transmembranl inker kodierenden Nu- 
kleinsaureabs .nitt und 

(v) einen fur eine Transporterdomane eines Auto- 
transporters kodierenden Nukleinsaureabschni t t ; un 

(b) das Wirtsbakterium unter Bedingungen kultiviert, bei 
denen eine Expression der fusionierten Nukleinsaurese- 
quenz und eine Presentation des von dem Nukleinsaureab- 
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schnitt (iij kodierten Pepcids oder Polypeptids an der 

Oberflache des Wirt sbakteriums erfolgc, 

dadurch gekennzeichnet, dafi der Nukleinsaureabschnitt (ii) 
5 gegenuber dem fur die Transporterdomane (v) kodierenden Nu- 
kleinsaureabschnitt heterolog und das Wirtsbakterium gegen- 
uber dem fur die Transporterdomane (v) kodierenden Nuklein- 
saureabschnitt homolog ist . 

io Durch die Verwendung eines Wirt sbakteriums , welches gegenuber 
dem fur die Transporterdomane kodierenden Nukleinsaureab- 
schnitt homolog ist, kann uberraschenderweise eine gegenuber 
dem Stand der Technik deutlich verbesserte Oberf lachenprasen- 
tation von Peptiden oder und Polypeptiden , insbesondere auch 

is von kurzen synthetischen Peptiden rait einer Lange von vor- 
zugsweise 4 - 50 Aminosauren bzw. von eukaryont ischen Poly- 
peptiden erreicht werden . 

Beim erfindungsgemafien Verfahren wird ein Wirtsbakterium be- 
20 reitgestellt, das mit einem bzw. mit mehreren kompatiblen 
rekombinanten Vektoren transf ormiert ist. Ein solcher Vektor 
enthalt in operativer Verkniipfung mit einem Promotor und ge- 
gebenenfalls weiteren fur die Expression erf orderl ichen Se- 
quenzen eine fusionierte Nukle insauresequenz . Diese fusio- 
25 nierte Nukleinsauresequenz umfaSt (i) einen Signalpeptid-ko- 
dierenden Abschnitt, vorzugsweise einen Abschnitt, der fur 
ein Gram-negatives Signaipeptid kodiert , welches den Durch- 
tritt durch die innere Membran in das Periplasma ermoglicht. 
Weiterhin umfafit die fusionierte Nukleinsauresequenz (ii) 
2c einen fur das zu prasent ierende Passagierpeptid bzw. Polypep- 
tid kodierenden Abschnitt. Gegebenenf alls befindet sich 3'- 
seitig von diesem Abschnitt (iii) ein fur eine Proteaseerken- 
nungsstelle kodierender Nukleinsaureabschnitt. Beispiele fur 
geeignete Proteaseerkennungsstellen sind Erkennungsstellen 
3s fur intrinsische, d.h. naturlicherweise in der Wirtszelle 
vorhandene oder extern zugefuhrte Proteasen. Beispiele fur 
extern zugefuhrte Proteasen sind die IgA-Protease (vgl . z.B. 
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EP-A-0 254 090), Thrombin oder Faktor X. Beispiele fur in- 
trinsische Proteasen sind OmpT, OmpK Oder Protease X. 3'-sei- 
tig von diesem Abschnitt befindet sich Civ) ein fur einen 
Transmembranl inker kodierender Nukleinsaureabschnitt , der 
s eine Presentation des von Abschnitt (iii) kodierten Peptids 
oder Polypeptids auf der AuSenseite der au/Seren Membran des 
Wirtsbakteriums ermoglicht . 3'-seitig dieses Abschnitts ist 
em fur eine Transporterdomane eines Autotransport ers kodie- 
render Nukleinsaureabschnitt. 

10 

Besonders bevor2ugt werden Transmembranl inkerdomanen verwen- 
det, die homolog bezuglich des Autotransporters sind, d.h. 
die Transmembranl inkerdomanen werden von Nukleinsaureab - 
schnitten direkt 5'-seitig der Autotransporterdomanen ko- 
is diert . Die Lange der Transmembranlinker ist vorzugsweise 30 - 
16 0 Aminosauren . 



Die Transporterdomane ist in der Lage , in der Auteenmembran 
des Wirtsbakteriums ein sogenanntes S-FaS auszubilden. Das 

20 S-FaS besteht aus einer geraden Anzahl ant iparalleler , amphi - 
patischer, fc-Faltblatter . Diese Struktur besitzt wie andere 
Proteine der Aufienmembran Gram-negat iver Bakterien am C-Ter- 
minus eine aromatische Aminosaure wie Phenylalanin oder Tryp- 
tophan. Darauf folgen abwechselnd geladene (polare) und un- 

2s geladene (hydrophobe) Aminosauren, eine Struktur, die eine 

Rolle bei der Faltung mit der Membran zu spielen scheint . Die 
Anzahl und Lage der amphipat ischen , &- Faltblatter lassen sich 
mit Hilfe eines geeigneten Computerprogrammes ident if izieren 
und mit Hilfe von Analogien zu den AuSenmembranpor inen , von 

30 denen die Kristallstruktur bekannt ist (Cowan et al . , Nature 
358 (1992) 727 - 733), zur Konstruktion eines Modells der 
FaSstrukCur verwenden. Vorzugsweise ist die FaSstruktur auf- 
gebaut wie f olgt : 9-14, insbesondere ca . 12 Aminosauren (AS) 
fur einen Membrandurchgang ; keine oder eine minimale Anzahl 

35 geladener AS zeigen in einem £-Faltblatt nach aufien; kleine 
oder gar keine Schleifen zeigen nach innen, gegebenenf al is 
zeigen grofie oder sehr groSe Schleifen nach auBen ; das fe-FafS. 
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setzt sich aus 12, 14, 16 oder 18, insbesondere aus 14 anti- 
parallelen S- Fal tblattern zusammen. 

Ausgenend von dem Modell des Passes kann nun der fur den 
5 Selbsttransport durch die Auftenmembran notwendige Bereich 

festgelegt werden und mit einem Signalpept id und einer Passa- 
gierdomane auf genetischer Ebene verknupft werden. Die 
Expression dieses Konstruktes ermoglicht dann den Transport 
des Passagierproteins zur Bakterienoberf lache , wobei das Si- 

io gnalpeptid ursprunglich von dem Passagier oder einem anderen 
Protein stammen kann. Dabei mu£ berucksichtigt werden, daS 
zugehorig zu dem S-FaS eine in der Lange und Sequenz geeig- 
nete Linkerregion mit verknupft wird, die durch die gebildete 
Pore durchreicht und dafur sorgt, daS die Passagierdomanen 

is vollstandig an der Oberf lache exponiert sind. 

Ein wesentliches Merkmal des erf indungsgeraafien Verfahrens 
ist, da£ das Wirtsbakterium gegenuber dem fur die Transpor- 
terdomane kodierenden Nukleinsaureabschnit t homolog ist, d.h. 

2 0 die Wirtszelle und die Transporterdomane werden aus homologen 
Familien, z.B. Enterobakterien , vorzugsweise aus homologen 
Gattungen, z.B. Escherichia, Salmonella oder Helicobacter, 
besonders bevorzugt aus homologen Spezies, z.B. Escherichia 
coli, Salmonella typhimurium ausgewahlt . Besonders bevorzugt 

25 werden Salmonella oder E.coli als Wirtsbakterium und eine 

ebenfalls aus Salmonella oder E.coli stammende Transporterdo- 
mane oder eine Variante davon verwendet. 

Als besonders geeigneter E.coli Wirtsstamm sei hier der Stamm 
30 JK321 (DSM 8860) genannt, der ompT dsbA' ist und den gene- 
tischen Marker fpt tragt, was zu einer stabilen Oberf lachen- 
expression auch grower Proteine, wie z.B. der V h -Kette eines 
Antikorpers mit Hilfe des igafi-Helf erproteins f uhrt . 

35 In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm betrifft die vorliegende 
Erfindung daher em Tragerprotein , das eine Autotransporter - 
funktion ausubt, und eine Oberf lachenexposi t ion von rekombi- 
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nanten Proteine in Escherichia coli mit hoher Ausbeute ermog- 
licht. In einem typischen Beispiel handelt es sich dabei urn 
den Autotransporter des " adhes in - involved - in -dif fuse - adheren- 
ce" (AIDA-I) aus E.coli (Benz una Schmidt, Infect. Imrnun . 57 
s (1989), 1506 - 1511). Die Transporterdomane des AIDA-I- 

Proteins ist in Fig. 2 dargestellt . Neben dieser spezifischen 
Sequenz konnen auch Varianten davon verwendet werden, die 
beispiel sweise durch Veranderung der Aminosauresequenz in den 
niche am Membrandurchgang beteiligten Schlei f enstrukturen 
io erzeugt werden konnen. Gegebenenf alls konnen die fur die 

Oberf lachenschleif en kodierenden Nukleinsaureabschni t te auch 
vollstandig deletiert werden. 

Auch innerhalb der amphipat ischen IS- Fal tblattst rukturen kon- 
15 nen konservative Aminosaureaustausche , d.h. der Austausch 
einer hydrophilen durch eine andere hydrophile Aminosaure 
oder/und der Austausch einer hydrophoben durch eine andere 
hydrophobe Aminosaure vorgenommen werden. Vorzugsweise hat 
eine Variante eine Homologie von mindestens 80 % und insbe- 
20 sondere mindestens 90 % zu der in Fig. 2 angegebenen Sequenz 
der A I DA - I Autot ransporterdomane zumindest im Bereich der £- 
Faltbiatt st rukturen . 

In einem weiteren typischen Beispiel handelt es sich bei dem 
25 verwendeten Autotransporter urn den des SepA- Proteins aus Shi- 
gella flexneri (Ben j el lou -Touimi et al . , Mol . Micobiol 17 
(1995) 123 - 135) oder eine Variante davon. In einem weiteren 
typischen Beispiel handelt es sich urn den Autotransporter des 
IcsA- Proteins aus Shigella flexneri (Goldberg et al . , J.Bac- 
3c teriol 175 (1993), 2169-2196) oder des Tsh-Proteins aus 

E.coli (Provence et al . , Infect .Immun 62 (1994), 1369-1380). 
In einem weiteren typischen Beispiel handelt es sich urn den 
Autotransporter des Hsr-Proteins aus Helicobacter mustelae 
(O'Toole et al . , Mol . Microbiol . 11 (1994), 349-361), des 
35 Prn-Proteins aus Bordetella ssp. (Charles et al . , Proc.Natl. 
Acad.Sc: USA 86 (1989), 3554-3558; Li et al . , J. Gen. Micro- 
biol . 138 (1992), 1697-1705), des Ssp-Proteins aus Serratia 
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marcescens (z.B. Yanagida et al . , J.Bacteriol. 166 (1986), 
937-944 Oder Genbank - Accessionnr . X59719, D78380), des Hap- 
Proteins aus Haemophilus influenzae (StGeme et al . , Moi . Mi- 
crobiol. 14 (1994), 217-233), des BrkA- Prot eins aus Bordetel 
s la pertussis (Fernandez und Weiss, Infect . Immunol . 62 (1994) 
4727-4738), des VacA- Prot e ins aus Helicobacter pylori 
(Schmitt und Haas, Mol . Microbiol . 12 (1994), 307-319) oder 
verschiedener Proteine aus Rickettsien (z.B. 190kDa Zellober 
f lachenantigene, Genbank -Accessionnr . M31227; SpaP, Carl et 
io al., Proc. Natl .Acad. Sci . USA 87 (1990), 8237-8241; rOmpB , 

Gilmore et al . , Mol . Microbiol . 5 (1991), 2361-2370 und Sip T, 
Hahn et al . , Gene 133 (1993), 129-133) bzw . eine - wie vor- 
stehend definierte - Variante davon . 

is Die DNA-Sequenzen und die davon abgeleiteten Aminosaurese- 
quenzen der zuvor genannten Autotransporter sind in den Figu- 
ren 7-24 dargestellt. 



Weitere Autotransport erdomanen in bakteriellen Oberflachen- 
20 proteinen oder in sekretierten bakteriellen Proteinen konnen 
aus in Datenbanken vorliegenden Proteinsequenzen aus in Pro- 
teinsequenzen, die auf in Datenbanken verfugbaren DNA-Sequen- 
zen basieren, oder aus durch Sequenzanalyse direkt oder indi- 
rekt uber die DNA-Sequenz bestimmten Proteinsequenzen abge- 
2s leitet werden. Die ent sprechenden kodierenden Regionen (Gene) 
konnen zur Herstellung von Vektoren oder Fusionsprotemgenen , 
die eine effektive Oberf lachenexpression von Passagierprotei - 
nen in Gram-negativen Bakterien, msbesondere E.coli ermogli- 
chen, verwendet werden. 



30 



Oberflachenprasentation bzw. -exposition bedeutet erfindungs- 
gemaS, da£ die Fusionsproteine bzw. Passagierdomanen auf der 
dem Medium zugewandten Seite der aufieren Bakterienmembran 
lokalisiert sind. Oberf lachenexponierte Passagierprot e me 
35 sind in intakten Gram-negativen Bakterien frei zuganglich fur 
Bindungspartner . 
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In einer bevcrzugten Ausf uhrungsf orm ermogiicht die vorlie- 
gende Erfindung also die Oberf lachenprasent at ion von Peptiden 
oder in einer weiteren Aus f uhrungsf orm die Oberf 1 achenprasen - 
ration von Pept idbibl iotheken in Gram-negat lven Bakterien, 
s insbesondere in E.coli und deren Verwendung zur Bestimmung 
der Affinitat zu einem Antikorper oder einem anderen Rezeptor 
bzw. zur Epitopkartierung. Epitopkart ierung bedeutet, date das 
Peptid mit der hochsten Affinitat zu einem Antikorper oder 
einem anderen Rezeptor oberf lachenexponiert auf dem produzie- 

io renden Stamm ident if iziert wird . Dabei wird ein entscheiden- 
der Vorteil der vorliegenden Erfindung gegenuber den bisher 
verwendeten Phagensystemen (Makowski, Gene 128 (1993), 5 - 
11) zur Expression von Pept idbibl iotheken deutiich. In dem 
erf indungsgemafcen bakteriellen System erfolgt mit der Ident i- 

:s fizierung eines die gewunschten Eigenschaf ten tragenden Pep- 
tides gleichzeitig die Seiektion des klonalen Produzenten. 
Dieser kann unmittelbar vermehrt werden und zur Produktion 
groSerer Mengen des gewunschten Peptides verwendet werden, 
ohne da£ wie ltn Phagensystem aufwendige Zyklen von Infektion 

2c (Phagenvermehrung) und Seiektion ( Phagenauswahl ) notwendig 
sind. Gleichzeitig mit der Vermehrung des das korrekte Peptid 
oberf lachenexponiert exprimierenden Stammes erfolgt erne Am- 
plifikation des ent sprechenden kodierenden Gens, dessen Se- 
quenzanalyse eine eindeutige Identif izierung und Charakteri- 

25 sierung des Peptids mit einfachen und etablierten Techniken 
erlaubt . Diese erf indungsgemaSen Vorteile treffen auf alle 
mit der vorliegenden Erfindung oberf lachenexponiert expri- 
mierten Passagierdomanen, d.h. Peptide und Polypeptide zu . 



3a Sine erfindungsgemaS hergesteilte Pept idbibl iothek enthalt 
also Fusionsproteine , zusammengeset zt aus einem Autotranspor- 
ter, in einer besonders bevorzugten Variante aus dem AIDA 
Autotransporter, und einem Peptid, das in einem Gram-negati- 
ven Bakterium, bevorzugt E.coli oberf lachenexponiert produ- 

3s ziert wird. Die hohe Varianz an verschiedenen exprimierten 
Peptiden ergibt sich in einem typischen Beispiel durch die 
Klcnierung von degener ier ten , synthetisch hergeste 1 1 ten Oli- 
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gonucleotiden zwischen die kodierenden Regionen fur das Si- 
gnalpeptid und den Autotransporter . 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm ermoglicht die 
s vorliegende Erfindung die Expression von ais Antigen wirken- 
den Proteinen oder Proteinf ragmenten auf der Oberflache von 
Gram-negativen Bakterien, bevorzugt von E.coli. Die Konstruk- 
tion ernes derartigen Fusionsproteines erfolgte erfindungs- 
gemaS unter Verwendung der fi-Unteremheit des Toxins von Vi - 
io brio cholerae (CtxB) als Passagier und dem A I DA Autotranspor- 
ter als Tragerprotein. Die Zuganglichkeit der oberf lachenex- 
ponierten antigenen Domanen fur in Frage kommende Bindungs- 
partner wurde erf indungsgemaS nachgewiesen durch Markierung 
mit einem fur CtxB spezifischen Antiserum. Dabei zeigte sich, 
is daS die rekombinanten, in die AuSenmembran des E.coli Wirts- 
stammes eingelagerten Fusionsproteine bis zu 5 % des Gesamt- 
zellproteins ausmachen konnen, was eine erheblich verbesserte 
Effizienz im Vergleich zu anderen Systemen bedeutet . Das hier 
beschriebene Verfahren ermoglicht somit die stabile Produk- 
20 tion und Presentation von antigen wirkenden Proteinen oder 
Proteinfragmenten auf der Oberflache von Gram-negativen Bak- 
terien und in einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm deren Verwen- 
dung als Lebendvakzine, zur oralen Vakzinierung oder zum 
Screening von Seren oder Ant ikorperbanken . Die Verwendung von 
25 Bakterienzellen, beispielsweise attenuierten Salmonella Stam- 
men (Schorr et al . , Vaccine 9 (1991) 675-681), mit oberf la- 
chenexponiert exprimierten antigen wirkenden Proteinen hat 
sich bei der Lebendvakzinierung als vorteilhaft gegenuber der 
intrazellularen bakteriellen Expression von Antigenen erwie- 
3o sen . 



Generell erlaubt die vorliegende Erfindung in einer bevorzug- 
ten Ausfuhrungsform die Oberf lachenexpression aller Passagie- 
re, die in ihrem wesentlichen Bestandteil Peptide oder Pro- 
is teine sind auf der Oberflache von Gram-negat iven Bakterien, 
insbesondere E.coli. 
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In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungs f orm dient die 
C-terminale Domane des A I DA Proteins, der A I DA Autot ranspor- 
ter, als Membrananker zur Prasentation rekombinanter Polypep- 
tide des Immunsyscems, z.B. rekombinanter Ant ikdrperdomanen 
s auf der Oberflache von Gram-negat iven Bakterien . Die Oberfla- 
chenexpression von rekombinanten Ant ikorperf ragmenten ermog- 
licht deren rasche Modif izierung wie auch die Bewertung und 
Untersuchung ihrer Ant igen-bindenden Eigenschaf ten . So wird 
es moglich ganze Bibliotheken von f unkt ionellen Antikorper- 
io f ragmenten oberf lachenexponiert zu produzieren und auf be- 
stimmte vorgegebene Bindungseigenschaf ten oder Affinitaten 
hin zu testen. Der Vorteil der vorliegenden Erfindung gegen- 
iiber den bisher verwendeten Phagensystemen liegt darin, daB 
die Variation, d.h. die genetische Manipulation und die Pro- 
is duktion des Proteins in demselben Wirt sorganismus erfolgen 
kann. Dabei kann die genetische Manipulation eine gezielte 
sein (ortsspezif ische Mutagenese) oder eine zufallige, unter 
Verwendung von degenerierten Oligonukleot iden zur Synthese 
einer intakten Fusion aus Ant ikorper-kodierendem Fragment als 
20 Passagier und dem Autotransporter als Tragerprotein . Ebenso 
kann die genetische Manipulation in Form von in vivo-Mutage- 
nese erfolgen, indem man die Bakterien, die das Gen fur das 
Fusionsprotein enthalten, energiereicher Strahlung (z.B.UV) 
oder chemischen, mutagen wirkenden Agenzien aussetzt . 

25 

Die erf indungsgemaSe Selektion des Molekiils mit den korrekten 
Bindungseigenschaf ten geht einher mit der Selektion der pro- 
duzierenden Bakterienzelle . Daraus wird ersichtlich, date 
diese erf indungsgemafie Ver f ahrensweise in ihrer Strategie 

30 bestehend aus Variation und nachf olgender Selektion der na- 
tiirlichen Strategie des Immunsys terns zur bestmogl ichen Anpas- 
sung von Bindungseigenschaf ten immunogener Molekiile angelehnt 
ist . Zur Expression f unkt ioneller Ant igen- bindender Teile von 
Antikorpern, die gewohnlich nicht glykosyliert werden, auf 

3s der Oberflache von Gram- negat iven Bakterien, vorzugsweise 
E.coli sind verschiedene erf indungsgemaSe Vorgehensweisen 
denkbar . Zwei monovalente Fragmente konnen zusaoen prasen- 
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tiert werden durch getrennte Fusionen der leichten Kette {VL 
und der schweren Kette (VH) mit jeweils einer Autotranspor- 
terdomane, die unabhangig voneinander mit verschiedenen kom- 
patibien Vektoren oder unter Kontrolle verschiedener Promoto 
s ren auf dem gleichen Vektor in einer Wirtszelle exprimiert 
werden. Auf der Oberflache lagern sich beide ober f lachenexpo - 
niert vorliegenden Ant ikorperdomanen zu einem f unkt ionel len 
Fv-Fragment zusammen, wobei die Stabilitat der Interaktion 
durch eine chemisch induzierte Disul f idbriickenbildung oder 
10 anders geartetes chemisches cross - 1 inking gefdrdert werden 
kann . 



In einer weiteren erf indungsgetnafien Vorgehensweise werden 
Fusionsproteine hergestellt, die den Autot ransporter als Tra - 
is gerprotein enthalten, und als Passagier die leichte Kette 
(VL) und die schwere Kette (VH) einer Ant igen-bindenden Do- 
mane ernes Antikorpers, verknupft uber ein kurzes Linker-Pep- 
tid (z.B. [Gly 4 Ser] 3 ) , das eine korrekte Zusammenlagerung der 
beiden Ketten zu einem f unkt ionellen Fv-Fragment erlaubt. Bei 
20 der Konstruktion solcher single-chain (sc) Fv-Fragmente ist 
sowohl eine Verknupfung des N-Terminus der leichten Kette mit 
dem C-Terminus der schweren Kette, wie auch eine Verknupfung 
des N-Terminus der schweren Kette mit dem C-Terminus der 
leichten Kette moglich (Pluckthun Immun . Rev. 130 (1992) , 151 
25 - 188) . Mit den beschnebenen Vorgehensweisen ist auch die 
Produktion eines kompletten Fab-Fragmentes moglich 

In einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm ermoglicht die 
vorliegende Erfindung die oberf lachenexponiert e Expression 

3o von MHC-Klasse II Molekulen in E.coli gegebenenf al 1 s mit de- 
finierten eingelagerten Peptiden. Dabei sind zwei Strategies 
denkbar. In der einen Variante werden zwei verschiedene Fu- 
sionsproteine, die beide einen Autotransport er als Tragerpro- 
tein enthalten, auf getrennten kompatiblen Vektoren oder auf 

is einem Vektoi unter Kontrolle unterscniedl icher Promotoren m 
eir.er Wirtszelle exprimiert. Als Passagierprotein dient ein- 
rr.ai die a-Kette des gewunschten MHC-Klasse II Subtyps und zum 
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anderen die ft-Kette dieses Subtyps , an deren N-Terminus uber 
emen Linker das gewiinschte Peptid angehangt sein kann (Ko- 
zono et al., Nature 369 (1994) 151-154). 

5 In der zweiten Variante wird ein Passagi erprotein bestehend 
aus dem Peptid, der fc-Kette und der o?-Kette mit einem Auto- 
transporter fusioniert . Auf der Bakt erienober f lache lagern 
sich die a- und S-Kette zu einem f unkt ionellen MHC-Molekul 
zusammen, wobei das Peptid sich korrekt in die Bindungsgrube 

ic einlagert . Die Stabilitat des Kompiexes kann durch chemisch 
induzierte Disulf idbruckenbildung unterstiitzt werden. Die 
Variation des e ingelagert en Peptides ist moglich durch orts- 
spezifische Mutagenese oder/und durch den Einsatz von degene- 
rierten Ol igonukleot idpr imern bei der Herstellung der die 

is Fusionsproteine kodierenden DNA- Fragment e , ebenso wie durch 
in vivo-Mutagenese Methoden unter Verwendung von energierei- 
cher Strahlung oder/und chemischen Mutagenen. 

Auch hier wird noch einmal der Vorteil des erf indungsgemaSen 
20 Verfahrens deutlich. Variation des Bindungspartners , Expres- 
sion, Selektion des Molekuls mit den optimalen Eigenschaf ten , 
Sequenzanalyse und stabile Produktion kann in einem Wirtstamm 
erfoigen. Damit wird beispielsweise auch eine rasche Charak- 
terisierung von Varianten bereits bekannter Liganden mit bes- 
2s seren Bindungseigenschaf ten moglich und damit eine Liganden- 
oder Rezeptoroptimierung . 

In einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm ermoglicht die 
vorliegende Erfindung die Oberf lachenexpress ion von immunmo- 
30 duiatorischen Rezeptoren wie beispielsweise CD1, Fc-Rezeptor 
oder MHC-Klasse I Molekiilen, sowie deren gezielte Variation. 

In weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm ermoglicht die vor- 
liegende Erfindung die Oberf lachenexpress ion von T - Zel Ire zep- 
3s toren oder Teilen davon , aber auch von weiteren Oberf lachen- 
amigenen eukaryont ischer Zellen oder Zellen des 
Immunsystems . 
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In einer weiteren bevorzugten Aus £ uhrungsf orm sind die ober- 
flachenexprimierten Proteinf ragmente oder Peptide T-Zellepi- 
tope, die im AnschluS an die Aufnahme der Bakterien durch 
adaquate Zellinien oder Primarzellen, wie z.B. Makrophagen 
5 als in MHC-Molekule der Klasse I oder II eingelagerte Peptide 

prasentiert werden und zur Stimulation spezifischer T-Zellen 

dienen konnen . 



In einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm ermoglicht das 
io erf indungsgemaSe Verfahren die Oberf lachenexpression und die 
Variation eines Peptids oder Polypeptids mit einer Affnitat 
zu einem Bindungspartner, eines Liganden, eines Rezeptors, 
eines Antigens, eines Toxin-bindenden Proteins, eines Pro- 
teins mit enzymatischer Aktivitat, eines Nukleinsaure - binden - 
is den Proteins, eines Inhibitors, eines Chelator-Eigenschaf ten 
habenden Proteins, eines Antikorpers oder einer Antigen-bin- 
denden Domane eines Antikorpers . 

Unter dem Begriff "Bindungspartner" wird erf indungsgemaS ein 
20 Element, ein Molekiil, eine chemische Verbindung oder ein Ma- 
kromolekul verstanden, wobei der Bindungspartner und/oder 
die, die Fusionsproteine exprimierenden Bakter ienzellen frei 
loslich, gebunden an eine Matrix oder aber assoziert mit ei- 
ner biologischen Membran vorliegen. 



25 



Der Begriff "Antigen bindende Domane" bezeichnet erfindungs- 
gemafi mindestens den Bereich eines Ant ikorpermolekuls , der 
hinreichend ist fur die spezifische Bindung eines Antigens. 

30 In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm ermoglicht die 
vorliegende Erfindung eine chemische, phys ikal i sche oder/und 
enzymatische Mcdifikation des oberf lachenexponierten Passa- 
gierpeptids bzw. -polypeptids oder Teilen davon, wobei die 
Modifikation eine kovalente Modi fikat ion , eine nicht-kova- 

35 lente Modifikation, eine Glykosilierung , eine 
Phosphorylierung oder eine Proteolyse sein kann. 
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Das erf indungsgemaSe Verfahren zur Herstellung einer varian- 
ten Population von ober f lachenexponierten Peptiden und zur 
Ident if izierung von Bakterien, die Peptide bzw. Polypeptide 
nr.it einer jeweils gewiinschten Eigenschaft tragen, gliedert 
sich in folgende Schritte: 



(1) Herstellen eines oder mehrerer Fusionsgene durch Klonie- 
rung der kodierenden Sequenz eines gewiinschten Passa- 
giers in frame mit der kodierenden Sequenz der Transpor- 
terdomane eines Autot ransporters und eines Signalpepti- 
des, wobei die einzelnen Teilf ragmente iiber PCR amplifi- 
ziert oder aus Restrikt ionsverdauungen anderer DNA stain- 
men konnen, in mindestens einen Vektor,- 

(2) Variieren des Passagiers durch Mutagenese z.B. durch 
ortspezif ische Mutagenese, Verwendung von degenerierten 
Oligonukleotidprimern in der PCR, durch chemische Muta- 
genese oder durch Verwendung energiereicher Strahlung; 

(3) Einbringen des Vektors oder der Vektoren in Wirtsbakte- 
rien ; 



(4) Exprimieren des Fusionsgens bzw. der Fusionsgene in den 
Wirtsbakter ien , die das Fusionsprote in oder die Fusions- 
proteine stabil an der Oberflache prasent ieren . 



(5) Kultivieren der Bakterien z.B. in Flussigkultur oder auf 
Agarplatten zur Produktion des stabil oberf lachenexpo - 
nierc prasent ierten Passagiers oder der stabil oberf la- 
chenexponiert prasent ierten Passagiere; 



(6) gegebenenf alls Selekt ionieren der Bakterien, die den 

Passagier oder die Passagiere mit den gewiinschten Eigen- 
schaften auf der Oberflache tragen und 



(7 



gegebenenf al 1 s Charakterisieren eines Bindungspartners 
fur den Passagier mit den optimaien Eigenr rhaf ten . 
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Dabei kann erf indungsgemaS dieses Verfahren menrmais durch- 
laufen werden, um die Eigenschaf ten des oberf lachenexponier- 
ten Peptids bzw. Polypeptids schrittweise dem gewunschten 
Bmdungsverhalten anzupassen oder in einem ersten Schritt den 
s Bindungspartner bezuglich einer Eigenschaft zu optimieren und 
in einem zweiten Schritt bezuglich einer oder mehrerer ande- 
rer Eigenschaf ten . Erf indungsgemaS konnen aber auch in Abhan- 
gigkeit der gewunschten Anwendung auch nur einzelne Teil- 
schritte des Verfahrens miteinander verknupft werden, in ei- 
:c nem typische Beispiel die Teilschritte (1), (3), (4) und (5), 
aber auch alle anderen moglichen Kombinat ionen . 

In einer bevorzugten Aus f iihrungsf orrn dieses Verfahrens ent- 
halt das Fusionsprotein als Tragerprotein die Autot ranspor - 
is terdomane des AIDA Proteins oder eine Variante davon, die 
eine Sezernierung des Fusionsproteines ermoglicht . 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm dieses Verfah- 
rens enthalt das Fusionsprotein als Tragerprotein den SepA 
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Autot ransporter 


oder 


einen 


Teil 


davon , 


oder 


den 


IcsA 


Aut ©transporter 


oder 


einen 


Teil 


davon, 


oder 


den 


Tsh 


Autot ransporter 


oder 


einen 


Teii 


davon , 


oder 


den 


Ssp 


Autot ransporter 


oder 


einen 


Teil 


davon , 


oder 


den 


Hap 


Autot ransporter 


oder 


einen 


Teil 


davon , 


oder 


den 


Prn 


Autot ransporter 


oder 


einen 


Teil 


davon , 


oder 


den 


Hsr 


Autot ransporter 


oder 


einen 


Teil 


davon, 


oder 


den 


BrkA 


Autot ransporter 


oder 


einen 


Teil 


davon , 


oder 


den 


Vac A 


Autot ransporter 


oder 


einen 


Teil 


davon 


oder emen 


Rickettsia 


Autot ransporter 


oder 


einen 


Teil 


davon, 









3c die jeweils die Sezernierung des Fusionsproteines 
ermogl ichen . 



Die Expression multimerer Proteine wird erf indungsgemaS mo- 
glich durch Herstellung verschiedener Fusion- proteine in ei- 
ner Zelle, die sich auf der Oberflache zu einer f unkt lonel ler 
Einheit zusammenl agern . 
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Die geringe Generationszeit der ais Wirt sorgani smen verwend- 
baren Bakterien ermoglicht einen permanenten Zyklus von Va- 
riation und Selection, der eine evolut ionsart ige Anpassung 
des Passagierpoteins , aber auch des Autctransporters an vor- 
s gegebene Eigenschaf ten ermoglicht- Dabei kann es sich in ei- 
nem typischen Beispiei um Bindungsaf f initaten zwischen dem 
Passagierprotein und einem Bindungspartner handeln. Die Iso- 
lierung der Bakterien mit dem stabii exponierten Fusionspro- 
tein erfoigt in einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm dieses Ver- 
io fahrens durch Bindung an einen immobil isierten oder/und mar- 
kierten Bindungspartner, z.B. einen Matrix- fixierten Bin- 
dungspartner, an einen Fl uoreszenz -mark i ert en Bindungspart- 
ner, einen Magnetpart ikel -markierten Bindungspartner oder 
einen chromogen markierten Bindungspartner. In einer weiteren 
is bevorzugten Ausf uhrungsf orm ist der Bindungspartner so modi - 
fiziert, da& er in einem zweiten Schritt durch einen fur die 
Modifikation spezif ischen Bindungspartner detektiert werden 
kann . 



20 Ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung ist die Bereit- 
stellung von stabii exprimierten Fus ionsprote men oder Teilen 
davon oder von Bakterien mit stabii auf der Oberflache expri- 
mierten Fusionsproteinen und deren Verwendung fur therapeu- 
tische Zwecke oder diagnost ische Zwecke , bei der 

2s Schadstof f anreicherung oder Entfernung, bei der Inakt ivierung 
von Toxinen, bei cer Rohstof f mobi lis ierung , bei der Lebens- 
mittelherstellung oder -verarbeitung, bei der Waschmittelher- 
stellung, bei der Markierung von ausgesuchten eukaryontischen 
oder prokaryontischen Zellen. Erf indungsgemail konnen Antikor- 

30 per oder Ant ikorper fragment e stabii auf der Oberflache expri- 
mierende Bakterien, in einem typischen Beispiei unter Verwen- 
dung des AIDA Aut otransporters als Transporterdomane zur Pro- 
duke ion derselben verwendet werden, wobei diese Antikorper 
oder Ant ikorper fragmente anschl ieSend , gegebenenf alls nach 

35 einer Aufreinigung fur diagnost ische oder therapeut ische 

Zwecke eingesetzt werden. Mit soichen Antikorpern oder Anti- 
korper fragmenten ware es beispiei sweise moglich, Zellen mit 
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bestimmten Oberf lachenmarkern , als typisches Beispiel seien 
hier Tumorant igene genannt , spezifisch zu bezeichnen oder zu 
selektionieren. In einem weiteren typischen Beispiel handelt 
es sich bei den markierten Oberf lachenmarkern urn Rezeptoren, 
5 wobei die Markierung einhergeht mit der Blockierung der oder 
emer der Rezeptoreigenschaf ten , womit eine gezielte Inhibi- 
tion einer durch den Rezeptor ausgelosten oder vermittelten 
Signaltransduktion und der dam it verbundenen Zellfunktion 
moglich wird. 
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Beschreibung der Figuren 

Figur 1 : 

Hydrophobizitat der C-terminalen 300 Aminsoauren des A I DA- I 
is Proteins . 

Die fur Autotransporter typische Pore in der AuSenmembran 
Gram-negativer Bakterien wird gebildet durch amphipat ische 
S-Faltblattstrukturen, d.K. von Domanen mit S- Faltblat t s t ruk - 
tur und alternierend hydrophoben und hydrophilen Aminosauren. 
20 Dies kann man sichtbar machen, indem man emen relativen Hy- 
drophobizitatswert der Aminosaure, der mittels eines bestimm- 
ten Algori thmus der Aminosaure zugeordnet wurde, gegen die 
Position der Aminosaure auftragt. Es wurde der Algorithmus 
von Vogel und Jahnig (J. MoL Biol. 190 (1986) 191-199) ver- 
25 wendet. Die Pfeile zeigen die moglichen Membrandurchgange an, 
wobei Pfeil nach links bedeutet, dafi der Membrandurchgang von 
innen nach auSen verlauft und Pfeil nach rechts Membrandurch- 
gang von auSen nach innen anzeigt . SP deutet eine relative 
Oberflachenwahrscheinlichkeit der Aminosauren berechnet nach 
30 Emini et al . fj. Virol. 55 (1985), 836-839) an. 

Figur 2 : 

Modell des Aut ©transporters aus dem AIDA-I Protein. 
Ausgehend von der Auftragung der relativen Hydrophobizitat 
35 einer Aminosaure gegen ihre Position (Figur I) laSt sich die 
durch die ant iparal lelen , amphipat ischen S- Faltblat ter gebil- 
dete FaSstruktur als Modell darstellen. Die hier dargestellte 
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aufgeschnitter.e Fafistruktur, wird in der Menbran durch Inter- 
aktion des ersten mit dem ant iparal lelen letzten Membran- 
durchgang geschlossen. Die in Rauten geschr iebenen Aminosau- 
ren befmden sich im Membrar.bereich, wobei fett unrandete 
& relativ hydrophob sind und zur Au^enseite des Fafies, also zur 
Metnbran hin orientiert sind, wahrend diinn umrandete relativ 
hydrophil sind und mit ihren Seitenketten zur Innenseite der 
Pore hin zeigen. In Xreisen gezeichnete Aminosauren bilden 
Schleifen auSerhalb der Membran. Alanin an Position 1 des 
io Modells tragt in der vol lstandigen Sequenz von AIDA-I die 
Nummer 1014, wahrend das terminale Phenylalanin in der voll- 
standigen Sequenz die Nummer 1286 tragt (Benz und Schmidt, 
Moi Microbiol 11 ( 1SJ2 ) , 1 53 9 -1546 ) . 

is Figur 3 a : 

Herstellung von p JM7 , eines Vektors zur Ober f lachenexpress ion 
von CtxB. 

pJM7 enthalt eine Genfusion (FP59) aus dem Choieratoxin B und 
der AIDA-Linker- /£- FaS-Region. Diese Genfusion wird unter 

20 der Kontrolle des kiinstlichen Promotors PTK (Klauser et al , 
EMBO J. 9 (1990) 1991-1999) in einem Vektor mit hoher Kopien- 
zahl konstitutiv exprimiert . Das ctxB-Gen wurde mit den Oli- 
gonukleot iden EF16 und JM6 aus dem Plasmid pTKl (Klauser et 
ai, EMBO J. 9 (1990) 1991-1999) durch PCR ampl i f i z ier t . Der 

2s Autot ransporter , bestehend aus dem S-FaS und der Linkerregion 
aus AIDA-I wurde durch Ampl i f ikat ion mit den Ol igonukleot iden 
JM1 und JM7 aus einer Plasmid-DNA- Praparat ion von E.coli EPEC 
2787 {Benz und Schmidt, Infect. Immun. 57 (1989), 1506-1511) 
ampiif iziert . Das Ol igonukleot id JM 1 enthalt in seinem 5'- 

30 Uberhang eine Bgl 1 1 - Erkennungs sequenz , die Oligonukieot ide 
JM6 und JM7 enthalten je eine Kpnl - Erkennungssequenz . Die 
Vektor-DNA (pi wurde mit Clal und BamHI hydrolysie.rt und 
die beiden PC: rodukte wurden im Anschlu£ an die Amplifika- 
tion mit Cial und Kpnl ( EF1 6 / JM6 - Fragment ) bzw . mit Bglll und 

35 Kpnl ( JM7/JM1 -Fragment ) nachgeschnit ten . Die so generierten 
drei Fragmente wurden in einer Ligation kondensiert. 
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Figur 3 b: 

Herstellung von pJM22, eines Vektors zur Ober f 1 achenexpres - 
sion von Peptiden. 

pJM2 2 produziert das Fusionsprotein FP50, das aus drei Doma - 
s nen besteht . Am N- terminalen Ende liegt die CtxB-Signalse- 
quenz, die fur den Export des entstehenden Fusionsproteins 
uber die Zellmembran (Sec- vermittelt ) sorgt . Daran anschlie- 
Bend folgt die Passagierdomane , in diesem Fall ein Peptid, 
das Epitop PEYFK. C-terminal endet das Fusionsprotein mit der 
ig AIDA-^-Fafi/Linker-Region, dem Auto: ransporter , welcher die N- 
termmal urn das Signalpeptid verkiirzte Passagierdomane auf 
die Oberflache von E.coii befordert. Zur Konstruktion von 
pJM2 2 wurde zunachst die DNA von pJM7 mit Xhol hydrolysiert 
und der Vektoranteil von pJM7 durch PCR mit den Oligonukleo- 
is tiden JM7 und JM20 amplif iziert . Dabei wurde das ctxB-Gen mit 
Ausnahme seiner Signal sequenz deletiert . Das Oligonukleotid 
JM20 enthielt in seinem 5'-Uberhang zusatzlich zu der Kpnl- 
Schnittseguenz fiinf Codons, die fur die Aminosauren PEYFK 
kodieren. Diese Aminosaurenabf olge stellt ein lineares Epitop 
20 fur den monoklonalen Antikorper DQ142 dar. Das PCR-Produkt 
wurde mit Kpnl hydrolysiert und anschlieSend mit sich selbst 
1 igiert . 

Figur 4 

25 Expressionsnachweis und Proteasesensi t ivi t at . 

Aufgrund der starken stabilen Expression der Fusionsprote ine 
FP59 (von P JM7 aus) und FP50 (von pJM22 aus) in E.coli smd 
diese leicht in einem mit Coomassie Brilliant Blue gefarbten 
Ganzzellysat zu ident if i z ieren . Proteasezuganglichkeit stellt 

30 em ubliches Mittel zur Bestimmung der Lokal isierung exnes 

Proteins dar. Zu zelleigenen Proteinen ist nur dann Zugang zu 
erwarten, wenn diese auf der AuEenseite der Bakterie prasen- 
tiert werden oder wenn die AuSenmembran der Bakterie fur Pro- 
teasen durchlassig wird. Urn letzteres auszuschl ie£en kann man 
35 einen Protease - sensi tiven Marker benutzen, von dem bekannt 

ist, daB er naturl icherweise im Periplasma vorliegt . Nur wenn 
ditser nicht von der eingesetzten Protease angegriffen wird, 
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ist die Integri:at der AuSenmerrbran gewahr leiste t . Zelien von 
E.coli UT5600 bzw. JK321 wurden uber Nacht auf L3-Agar (50 
mg/1 Ampicillin} angezogen und in PBS suspendiert . Die Zell- 
suspensionen wurde auf eine OD578 = 4,0 eingestellt . Zellen 
s von 0,5 ml Zellsuspension wurden 1 min in der Tischzent ri f uge 
sedimentiert und in 200 ^1 PBS mit 0,1 mg/ml Protease resus- 
pendiert . Die Ansatze wurden 20 min bei 37° C inkubiert und 
durch Abkiihlung auf 0° C, e inminut iges Sediment ieren und Re- 
suspendieren des Pellets in 40 fil SDS - PAGE- Probenpuf f er und 

io scfortiges f iinf zehnminut iges Kochen gestoppt . Die Auswertung 
erfolgte nach SDS-PAGE durch Western- Blot ting (4b und 4c) 
oder durch Farbung mit Coomassie Brilliant Blue (4a) . Urn aus- 
zuschl ie£en , daS die Proteasen Zugang zum Feriplasma hatten, 
wurden nicht nur Antiseren, die spezifisch fur die Passagier- 

15 proteindomanen sind, eingesetzt sondern auch ein Antiserum 
spezifisch fur den C-terminalen Teil von OmpA, der natiirli- 
cherweise unzuganglich im Periplasma vorliegt und deshalb 
durch extern zugesetzte Proteasen wie Trypsin nicht angreif- 
bar sein sollte (4c) . 

20 

Figur 4a : 

SDS -PAGE und anschl ieSende Farbung mit Coomassie Brilliant 
Blue zum Nachweis der Proteasesensi t ivit at und zur Quanhfi- 
zierung der Expression. Aufgetragen wurden Ganzzei iysate von 
2s E.coli JK321 und E.coli UT5600. 



Spur 1 JK3 21 pJM7 C * 

Spur 2 JK3 21 pJM7 T** 

Spur 3 JK3 21 pJM7 -*+* 

30 Spur 4 Molekulargewicht smarker (94, 67, 43, 30, 20 und 
14 kDa) 

Spur 5 JK3 21 pJM2 2 C 

Spur 6 JK321 pJM22 T 

Spur 7 JK32 1 pJM22 - 

35 Spur 8 JK321 pTK61 C 

Spur 9 JK321 pTK61 T 

Spur 10 JK321 pTK61 - 
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Spur 11 UT5600 pJM7 C 
Spur 12 UT5600 pJM7 T 
Spur 13 UT56 00 pJM7 - 

Spur 14 Molekulargewichtsmarker (94, 67, 43, 30, 20 una 
s 14 kDa) 

Spur IB UT56 00 pJM2 2 C 
Spur 16 UTS600 pJM22 T 
Spur 17 UT5600 pJM22 - 
Spur 18 UT5600 pTK61 C 
io Spur 19 UT5600 pTKSl T 
Spur 20 UT5600 pTK6l - 

C* Zellen wurden mit Chymotrypsin verdaut 
T** Zellen wurden mit Trypsin verdaut 
is *** native Zellen 

Figur 4 b: 

Western-Blot zum Nachweis der Expression und der Proteasesen- 
sit ivitat 

20 Aufgetragen wurden Ganzzelllysate von E.coli JK321 und E.coli 
UT5600. Nach der Elektrophorese wurden die Proteine aus dem 
Gel nach dem Semi -dry- Verfahren auf eine Nitrozellulosemem- 
bran ubertragen. Anschl ielSend wurden die Filter mit Blocklo- 
sung { PBS mit 0,5% Tween 20 und 0,5 M NaCl) 10 min blockiert 

25 und das erste Antiserum, AK55 (Kamnchen-Anti -Choleratoxin B) 
1:200 in Blocklosung verdunnt , zugegeben . Zum Nachweis des 
Epitops PEYFK wurde der Hybr idom-Uberstand Dul42 1: 35 ver- 
dunnt in Blocklosung zugegeben. Die Filter wurden 1 h mit den 
primaren Antikorpern inkubiert , anschlieSend dreimal gewa- 

30 schen und 30 min mit ProteinA- Alkal ische - Phosphatase - Konj ugat 
(1; 500 in Blocklosung) inkubiert. Die Filter wurden mit 
NBT/BCIP-Farbelosung entwickelt. 

Spur 1 JK321 pJM7 C * 

is Spur 2 JK321 pJM7 T* * 

Spur 3 JK321 pJM7 -*** 

Spur 4 Molekulargewichtsmarker (106, 80, 50, 32, 27 und 
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18 kDa) 

Spur 5 JK321 pJM22 C 

Spur 6 JK321 pJM22 T 

Spur 7 JK3 21 pJM2 2 - 

s Spur 8 JK321 pTK6l C 

Spur 9 JK3 21 pTK61 T 

Spur 10 JK3 21 pTK61 - 

Spur 11 UT5600 pJM7 C 

Spur 12 UT5600 pJM7 T 
10 Spur 13 UT5600 pJM7 - 

Spur 14 Molekulargewichtsmarker (106, 80, 50, 32, 27 una 
18 kDa) 

Spur 15 UT56 00 pJM22 C 

Spur 16 UT5600 pJM22 T 
i5 Spur 17 UT5600 pJM22 - 

Spur 18 UT5600 pTK6l C 

Spur 19 UT5600 pTK61 T 

Spur 20 UT5600 pTK61 - 



20 C* Zellen wurden mit Chymo trypsin verdaut 
T** Zellen wurden mit Trypsin verdaut 
-*** native Zellen 



Figur 4 c : 

25 Nachweis der Integritat der AuSenmembran durch Western- Blot - - 
Analyse . 

Aufgetragen wurden Ganz zellysate von E.coli JK321 und E.coli 
UT5600. Nach der Elektrophorese wurden die Proteine aus dem 
Gel nach dem Semi - dry -Verfahren auf eine Ni trozel lulosemem- 

30 bran ubertragen. AnschiieSend wurden die Filter mit Blocklo- 
sung (PBS mit 0,5% Tween 20 und 0,5 M NaCl ) 10 min blockiert 
und das erste Antiserum, K56 (Kaninchen Anti-OmpA) 1: 1000 in 
3iockl6sung verdunnt , zugegeben . Die Filter wurden 1 h mit 
dem primaren Antiserum inkubiert, anschl ieSend dreimal gewa- 

35 schen und 30 min mit Protein A Alkal ische - Phosphatase - Konj u - 
gat (1: 500 in Blocklosung) inkubiert. Entwickelt wurden die 
Filter mit NBT/BCI P - Farbelosung . OmpA ist ein AuEenmembran - 
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protein von E.coli mit einem C- terminalen periplasmatischen 
Anteil. Dieser per iplasmat ische Teil ist Tryps in - sens i t i v . 
Wenn Trypsin Zugang zut. Periplasma hat, wird vom reifen OmpA 
(35 kDa) ein circa 10 - 11 kDa groSer Teil abgedaut . Ein Ver- 
dau wurde also in einer Versetzung der OnpA-Bande im 
Western-Blot von 35 kDa nach 25 kDa resultieren (Klauser et 
al, EMBO J . 9 (1990) 1991- 1999), was bei Verwendung des AI - 
DA-I Autotransporters zum Transport rekombinanter Proteine 
cf f ensichtlich nicht der Fall ist 
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Spur 1 JK3 21 pTKl T* 

Spur 2 JK3 21 pJM7 T 

Spur 3 JK321 pJM22 T 

Spur 4 JK321 pTK61 T 

is Spur 5 Molekulargewichtsmarker (106, 80, 50, 32, 27 und 
18kDa) 

Spur 6 JK3 21 pTKl -** 

Spur 7 JK3 21 pJM7 - 

Spur 8 JK3 21 pJM2 2 - 

20 Spur 9 JK3 21 pTKGl - 

Spur 10 leer 

Spur 11 UT5600 pTKl T* 

Spur 12 UT5600 pJM7 T 

Spur 13 UT5600 pJM22 T 

2s Spur 14 UT5600 pTK61 T 

Spur 15 Molekulargewichtsmarker (106, 80, 50, 32, 27 und 
18kDa) 

Spur 16 UT5600 pTKl -+* 

Spur 17 UT5600 pJM7 - 

30 Spur 18 UT5600 pJM22 - 

Spur 19 UT5600 pTK6l - 



T* Zellen wurden mit Trypsin verdaut 
** native Zellen 

Figur 5 

Immunf luoreszenz 
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Die Immunf luoreszenz ganzer, nicht permeabil isierter Zellen 
stellt erne ubliche Methode des Nachweises auf der Zellober- 
flache exponierter Determinant en dar. Die dabei zur Detekticn 
der Deternninanten eingesetzten Antikorper sind zu groS, urn 
s durch die intakte Aufienmembran zu gelangen. Zur Unterschei- 
dung und zur Abschatzung der Hintergrundakt i vi t a t von pen- 
plasmatisch oder zellular exprimierten De terminanten benutzt 
man als Kontrolle Antikorper gegen bekannrermafien periplasma- 
tisch bzw. zellular exprimierte Antigene . 

10 

Zellen von E.coli UT5600, die eines der Plasmide pBA , pTKl , 
pTKSl, pJM7 oder poM22 enthielcen, wurden uber Nacht auf LB - - 
Agar 'Ampicillin 50 mg/1) angezogen und in PBS bis zu einer 
optischen Dichte von 0,1 bei 578 nm suspendiert . Mir 500 ^1 

15 dieser Zel 1 suspension wurden Deckglaser, die in 24 Loch-Mi - 
krot iterplatten lagen, uberschichtet . Die Zellen wurden 5 mm 
in der Plat tenzent ri f uge auf die Deckglaser sedimentiert . 450 
ixl des Uberstands wurden abgehoben und durch PBS mit 2,5% PFA 
{ Paraf ormaldehyd) ersetzt, worr.it 20 min lang fixiert wurde . 

20 Der Uberstand wurde ganzlich abgehoben und es wurde dreimal 
mit 500 fil PBS gewaschen. Unspez if ische Bindungsstei len wur- 
den durch 5 min Inkubation mit 300 ^1 PBS, das 1% PCS ent- 
hielt, blockiert . Die 3lockierungsl6sung wurde restlos abge- 
hoben, die Deckglaser in ihren Vertiefungen zentriert, mit 15 

25 jil einer 1:100 Verdunnung des Kaninchenserums AK55 (gegen 

Choleratoxin B entwickelt) bedeckt und 1 h bei Raumtemperatur 
in einer feuchten Kammer mkubiert . AnschlieSend wurde drei- 
mal mit je 500 /xl PBS gewaschen, 5 min mit 350 fil PBS/FCS 
blockiert und mit 15 /il einer 1: 100 Verdunnung eines Ziege-- 

30 Ant i - Kaninchen-Texasrot - Kon j ugats 30 min inkubiert . Nach foi- 
gendem dreimaligem Waschen wurden die Deckglaser auf Objekt- 
trager gelegt und mit Einbet tungsmedium eingebettet . Das Er- 
gebnis der Immunf luoreszenz wurde mikroskopisch beurteilt und 
bei gleichlangen Bel ichtungs ze i t en f otogr c \phi sch festgehal- 

35 ten . 

a; E.coli UT5600 pBA {als Negat ivkont rol ie benutzter Scamm, 
der nur den Klonierungsvektor ohne Insert enthalt) 
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b) E.coli UT5600 pTKl (produziert das Choleratoxin B , das 
ins Periplasms exporciert wird. Dieses Konstrukt dient 
zur Bestimmung der Hmtergrundakt ivitat des periplasrna- 
tisch exprimierten Choleratoxin B) . 
s cj E.coli UT5600 pJM7 (exprimiert FP59, das Fusionsprote in 
aus AIDA und Choleratoxin B, welches auf der Oberflache 
von E.coli prasentiert wird). 

d) E.coli UT5600 P JM22 (exprimiert FP50, das Fusionsprote in 
aus AIDA und dem Epitop PEYFK . Mit diesem Konstrukt wird 

io demonstriert, daS der AIDA-Anteil der FP59 und FP50 kei- 

ne Kreuzreaktivitat mit dem in diesem Experiment benutz- 
ten AK55 aufweist) . 

e) E.coli UT5600 pTK6I (produziert ein Fusionsprotein aus 
Choleratoxin B una Iga-S, das auf der Oberflache von 

is E.coli prasentiert wird (Klauser et al . , EMBO J. 9 

(1990) 1991- 1999). Dient dem Vergleich mit dem AIDA- - 
Konstrukt FP59) . 



Figur 6 

20 DNA-Sequenzen der verwendeten Oligonucleotide 
Figuren 7-24 

DNA-Sequenz { nicht - kodierender Strang) und davon abgeleitet< 
Arainosauresequenzen von bakteriellen Autot ransportern . 



2S 



30 



Figur 7 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von AIDA- I aus Escherichia coli (Benz und 
Schmidt, Mol . Microbiol . 6 (1992), 1539-1546). 

Figur 8 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Autc- 
transporters von BrkA aus Bordetella pertussis (Fernandez und 
Weiss, Infect Immun. 62 (1994), 4727-4738). 

Figur 9 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
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transporters von Hap aus Haemophilus influenzae (StGeme e- 
al . , Moi .Microbiol . 14 (1994), 217-233). 

Figur 10 

5 Darstellung des in die Membran integrierten Teiis des Auto- 
transporters von Hsr aus Helicobacter mustelae (0' Toole et 
ai. , Mcl . Microbiol 11 (1994), 349-361). 

Figur 11 

ic Darstel lungen des in die Membran integrierten Teils des Auto 
transporters von IcsA aus Shigella f lexneri (Goldberg et ai . 
J. Bacterid 175 (1993) , 2189-2196). 

Figur 12 

as Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von Prn (outer membrane protein P96) aus Borde- 
tella pertussis (Charles et al . , Proc , Nat 1 . Acad . Sci . USA 86 
(1989) , 3554-3558) . 

20 Figur 13 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von Prn ( P7 0 , Pertact in ) aus Bordetella paraper- 
tussis (Li et al . , J . Gen . Microbiol . 138 (1992), 1697-1705). 

25 Figur 14 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von dem 190 kDa cell surface antigen aus 
Rickettsia rickettsii (Anderson et al. ( unvercf f entlicht , 
Genbank-Accessionnr. M31227) . 

30 

Figur 15 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von SpaP aus Rickettsia prowazekii (Carl et ai . 
Proc .Natl .Acad. Sci . USA 87 (1990), 8237-8241). 

i 5 

Figur 16 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 



BNSOOCID: <WO 973S022A1 _l_> 



WO 97/35022 PCI7EP96/0 1 1 30 

- 31 - 

transporters aus dem 120 kilodalton outer membrane protein 
(rOmp B) von Rickettsia rickettsii (Gilnore et al . , Mol . Mi - 
crobiol . 5 (1991), 2361-2370). 

s Figur 17 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von SlpT aus Rickettsia typhi (Hahn et ai . , Gene 
133 (1993) , 129-133) . 



io Figur 18 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von SepA aus Shigella flexneri ( Ben j el lou - Toui 
et al . , Mcl . Microbiol 17 (1955), 123-135). 



is Figur 19 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Aut 
transporters von Ssp aus Serratia marcescens RH1 (Rho, un 
offentlicht, Genbank - Accessionnr . X59719). 



20 Figur 20 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von Ssp von S. marcescens IFO-3046, clone pSPll 
(Yanagida et al . , J. Bacterid. 166 (1986), 937-944). 

2s Figur 21 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von Ssp-hl aus Serratia marcescens, strain 
IFO3046 (Onishi und Horinouchi, unverof f ent 1 i cht , Genbank- 
Accessionnr. D78380) . 

30 

Figur 12 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von Ssp-h2 aus Serratia marcescens, strain 
IFC3046 (Onishi und Horinouchi, unverof f ent 1 icht , Genbank - 
35 Accessionnr. D78380) . 



Figur 23 
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Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
t ransporters von Tsh aus Escherichia coli (Provence et al . 
1994, Infect . Imrnun . 62 (1994), 1369- 1380). 



Figur 24 

Darstellung des in die Membran integrierten Teils des Auto- 
transporters von VacA aus Helicobacter pylori (Schmitt una 
Haas, Mol .Microbiol . 12 (1994), 307-319). Von VacA sind noch 
mindestens 3 weitere Formen bei Helicobacter pylori bekannt , 
die sich aber in dem angegebenen Bereich nicht wesentlich 
unterscheiden . 
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BEISPIELE 



Beispiel 1 : 



Identifizierung und Lokalisierung des Autotransporcers in 
einem Oberf lachenprotein von Escherichia coli . 

Um einen fur die gewunschte Anwendung adaquaten Autotranspor- 
io ter, d.h. angepaSt an das Passagierproteir. und den zu verwen- 
denden Wirtsstamm, zu finden, ist es notwendig eine Analyse 
der C-terminalen Aminosauresequenz eines in Frage kommenden 
Proteins durchzuf iihren . Dabei kanr. es sich urn ein bereits als 
Oberflachenfaktor identif iziertes Protein handeln, aber auch 
is um eine in einer Datenbank abgelegte Aminosauresequenz eines 
Proteins mit unbekannter Funktion, um eine von einer in einer 
Datenbank abgelegten DNA-Sequenz abgeleitete Aminosaurese- 
quenz eines Proteins oder die im AnschluS an eine Sequenzana- 
lyse von einem Gen abgeleitete Aminosauresequenz eines Pro- 
20 teins. Der N-Terminus des Proteins sollte eine Signalpept id - 
sequenz enthalten um einen Transport uber die innere Membran 
zu ermoglichen und am C-Terminus sollte der in die Membran 
intergrierte Teil mit der aromatischen Aminosaure Phenylala- 
nin oder Tryptophan beginnen, gefolgt von abwechselnd polaren 
2 s (oder geladenen) und hydrophoben (oder aromatischen) Amino- 
sauren. Die Passagierdomane sollte wenig Cysteine und uber- 
haupt keine Disulf idbrucken enthalten, da sich gezeigt hat, 
daE diese einen Transport des Passagiers durch die gebildete 
Pore blockiert. Der Hydrophobizitatsplot sollte eine gerade 
30 Anzahl von amphipat ischen 6- Faltblattstrukturen anzeigen, aus 
denen sich die AuSenmembranpore konstituiert . Die amphipati- 
schen 15-Faltblattstrukturen sollten ca . 12 Aminosauren lang 
sein und em Minimum an geladenen Aminosauren zur Membran- 
seite hin orientiert enthalten, wobei die die Membrandurch - 
3s gange verbindenden Schleifen zum Periplasms hin wenige Amino- 
sauren enthalten. Zur AuSenseite (Medium) hin konnen 
erheblich mehr Aminosauren voriiegen. Daraus ergeben sich im 



BNSOOCID: <WO 9735022A1 _l_> 



WO 97/35022 PCT/EP96/01 130 

- 34 - 

Hydrophobizitatsplot eine Zusammeniagerung der Membran- 
durchgange in antiparallelen Paaren mit Ausnahme des ersten 
una des lenzten Membrandurchgangs , die durch ant iparallele 
Zusammeniagerung niteinander die FaSstruktur der Pore vol 1 - 
s enden . Ausgehend von der Erfiillung dieser Kriterien la&t sich 
nun ein Modell des Autotransporters aufstellen, mit Hilfe 
dessen die Lage und Ausdehnung der fur den Transport notwen- 
digen Aminosauren festgelegt werden kann . Zusatzlich zu den 
fiir die Pore notwendigen Aminosauren muS fur einen funktions- 

io fahigen Autotransporter auch noch eine sogenannte Linkerre- 
gion, die vom periplasmat isch gelegenen N-Terminus der S-FaS- 
struktur durch die Pore an die Oberf lache verlauft, in das 
Fusionsprotein mi tubernommen werden, damit die Oberf lachen- 
exposition aller Passagierdomanen vollstandig gewahrleistet 

is ist . 

Erstes Ziel der vorliegenden Erfindung war es ein System zur 
optimierten Oberf lachenexposit ion rekombinanter Proteine in 
E.coli bereitzustellen . Deshalb wurde nach einem Autotrans- 

20 porter in einem natiirlichen Oberf lachenprotein von E.coli 

gesucht . Die Wahl fiel auf das Adhesin AIDA-I (Adhesin Invol- 
ved in Diffuse Adherence, Benz und Schmidt Infect. Immun. 57 
(1989) 1506-1511), dessen Sequenz in Datenbanken verfiigbar 
war. Erf mdungsgemaS zeigte sich eine Signalsequenz am N-Ter- 

25 minus von 4 9 Aminosauren, wahrend am C-Terminus die erfin- 
dungsgemafien Vorgaben durch die Aminosarenabf olge FSYKI (Phe- 
nylalanin- Ser in-Tyrosin - Lysin- Isoleucin ) erfullt waren . Die 
transport ierte Domane enthielt keine Cysteine und durch den 
Hydrophobizitatsplot (Figur 1) wurden 14 ant iparallele , amp- 

30 hipatische &- Fal tblat t st rukturen vorhergesagt . Somit sind 

fiir die Bildung der Pore mindesten die Aminosauren von Alanin 
an Position 1014 der gesarnten Aminosauresequenz (Benz und 
Schmidt, Mol . Microbiol. 6 (1992) 1539-1546) bis zu Phenyia- 
ianin an Position 1286 notwendig (Figur 2) . Als Linkerregion 

35 wurden zusatzlich Aminosauren, die sich N- terminal an das 
Alanin 1014 anschlieSen ausgewahlt . Die somit ausgewahlte 
funktionelle Autot ransporterregion konnte nun mitteis PCR aus 
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der DNA des entsprechenden E.coli EPEC2787 isoliert werden 
und zur Konstruktion eines Fus ionsprot e ins verwendet werden. 

Beispiel 2 : 

s Konstruktion eines oberf lachenexponierten Fusionsproteins mit 
einer antigenen Determinante als Passagierprot ein 

Ausgehend von den Annahmen, da£ es sich bei AIDA-I urn einen 
Autotransporter handelt und daS eine Genfusion aus einem be- 

io liebigen Passagier und einem E . coli -eigenen Autotransporter 
(namlich AIDA-S) fur E.coli besser vertraglich sein solite 
als eine Genfusion desselben Passagiers mit einem heterologen 
Autotransporter (z.B. Iga-Si wurde eine Genfusion zwischen 
aida-S und einem Gen fur ein Passagierprot ein vorgenommen . Urn 

is den Transport des Passagiers zu gewahrleisten , wurde nicht 
nur AIDA-£ sondern auch eine N- terminal vom B-FaS gelegene 
Verbindungsregion ( "Linker" ) kloniert . 

Als Passagier wurde CtxB ausgewahlt und das entsprechende Gen 

20 aus pTKl (Klauser et al , EMBO J. 9 (1990), 1991-1999) mit den 
Oligonukleotiden EF16 und JM6 mittels PCR amplif iziert . Da 
AIDA-I Plasmid-kodiert in E.coli EPEC 2787 (Benz und Schmidt, 
Infect. Immun. 57 (1989), 1506-1511) vorliegt, wurde der AI- 
DA-I Autotransporter mit Linkerregion ebenfails durch PCR mit 

2, den Oligonukleotiden JM1 und JM7 aus einer Plasmidpraparat ion 
von E.coli EPEC 2787 amplif iziert . Die beiden PCR-Produkte 
wurden mit Restrikt ionsenzymen verdaut, deren Erkennungsse - 
quenzen in den Oligonukleotiden enthalten waren. Die beiden 
so entstandenen Fragmente wurden in einen passend vorverdau- 

3 o ten Klonierungsvektor (pBA) mit hoher Kopienzahl kloniert. So 
entstand ein Konstrukt mit einem kunstlichen konst itut iven 
Promotor ( PTK ; Klauser et al . , EMBO J. 9 (1990) 1991-1999) 
vor einer Genfusion bestehend aus ctxB am 5'-Ende (kodierend 
fur die Aminosauren 1-113), gefolgt von einem AIDA-I Linker 

s (kodierend fur die Aminosauren 116-279 des Fus icnsprot e ines ) 
und dem AIDA-I Autotransporter (kodierend fur die Aminosauren 
280-563 des Fus ionspro t e ines ) am 3'-Ende (Figur 3a). Die ent- 
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standene Genfusion wurde FP59 benann: . 

Die verglichen mit dem bisher exist ierenden System Iga-S sub- 
stantiell starkere Expression, die ohne die bei Iga-S zu be - 
5 obachtende Neigung zur Lyse erzielt wurde, konnte eindeutig 
durch vergleichende Elekt rophorese von Ganzzel 1 - Lysat en (Fi- 
gur 4a) demons triert werden . 

Der Nachweis der Ober f lachenexpos i t ion von FP59 wurde durch 
ic verschiedene Methoden gefiihrt. Die Proteasesensit ivitat von 
FP59 zeigte sich im Protein -Gel durch eine Verr ingerung des 
Molekuiargewichts im AnschluS an einen Zusatz von Trypsin 
oder Chymotrypsin (Figur 3a) . Es entstanden Protease - res i s - 
tente Fragmente mit jeweils circa 33-35 kDa Masse (Figur 3a) . 
is Diese Protease - res is tenten Fragmente enthalten keine immuno- 
genen Anteile des Passagierproteins . Dies konnte durch 
Western-Blot -Analyse von Ganzzell -Lysaten unter Verwendung 
eines Ant i - Choleratoxin B Serums im Vergleich von Protease-- 
verdauten und unverdauten FP5 9 - exprimierenden E.coli gezeigt 
20 werden (Figur 4b und Vergleich von 4a und 4b) . 

Durch N-terminale Ansequenz ierung der mernbrangeschut z ten 
Tryps inverdauungsprodukte wurde gefunden, daS die Membranl in - 
kerregion beim AIDA- Autot ransporter eine Lange von 55 Ammo- 
2s sauren besitzt. 

Mit den Proteaseverdauungen konnte auch die Integritat der 
Au£enmemt>ran von FP5 9 -exprimierenden E.coli gezeigt werden 
{Abb. 4c) . Dazu wurden Ganzzell -Lysate im AnschluS an den 
30 Verdau mit Trypsin durch Immunoblot mit einem Ant i - OmpA- Serum 
entwickelt. Sowohl unverdaute Zellen als auch trypsinverdaute 
Zellen zeigten ein intaktes CmpA, wie es fur Zellen mit einer 
intakten AuEenmembran zu erwarten war. 

3s Auch mit Immunf luoreszenzstudien lieG sich die Oberf lachen- 
exposition und starke Expression von FP59 zeigen (Figur 5) . 
Durch Bindung von f luoreszenzmarkierten Antikorpern laBt sich 



BNSOOCID* <WO_9735022A1 _L> 



WO 97/35022 PCT/EP96/01130 

- 37 - 

die Oberflachenexposition eines Antigens auf einer Bakterie- 
zeiie bei intakter Aufienmembran nachweisen. Dies zeigten FP59 
expnmierencie E . coli - Zellen durch starke Fluoreszenz an. Die 
ais Negativkontrolien verwendeten E.coli Zellen mit penplas- 
s macisch exprimiertem Choleratoxin B , mit oberf iacnenexponier - 
tern FP50 (Figur 3b) und mit nicht rekombinan t em Klonierungs- 
vektor waren eindeutig negativ. Das periplasmatische Cholera- 
toxin B demonstrierte die Unzuganglichkeit des Penplasmas 
fur Antikorper (Figur 5b) , durch das negative Resultat der 
io Immunfluoreszenz mit FP50 konnte eine Kreuzreakt ivi tat des 
verwendeten Antiserums (gegen das Passagierprotein ) mit den 
AIDA-Anteilen von FP59 ausgeschlossen werden {Figur 5d) . Die 
Immunfluoreszenz mit dem nicht rekombinant en Klomerungsvektor 
war em Ma£ fur die der Mefimethode innewohnende Hintergrund- 
is farbung (Figur 5a) . AuSerdem war somit ein Vergleich der Ex- 
pression von FP59 mit B61, dem von pTK61 produzierten, ober- 
flachenprasentierten Choleratoxin B- Iga -fi-Fusionsprotein mog- 
lich (Figuren 5c und 5e) , wobei ebenfalls ein emdeutiger 
Vorteil des neuen erf indungsgemaften Systems nachgewiesen wer- 
20 den konnte . 



Beisoiel 3 : 



Konstruktion einer oberf lachenprasent ierten Peptidfusion 

25 

Ein Peptid, das als lineares Epitop fur einer. monoklonalen 
Antikorper (Dul42) fungiert, wurde auf der Oberf lache prasen- 
tiert und nachgewiesen. Zur Klonierung des Pepcids wurde eine 
PCR-abhangige Strategie benutzt , die fur die Generierung und 
30 Oberflachenexposition von Peptidbibliotheken auSerst geeignet 
ist. Dabei wird eine dreifache Genfusion aus dem Exportsignal 
von ctxB (Basen 1- 81), einer fur ein Peptid kodierenden kur- 
zen Sequenz (Basen 82-96) und der aida-linker/aida-S-Region 
(Basen 103-1450) gebildet. 

PJM7 (Figur 3a) wurde mit Xhol 1 ineansiert und als Matrize 
fur eine PCR mit den Oligonukleotiden JM7 una JM20 (Figur 6) 
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benutzt (Figur 3b). Beide Ol igonukleot ide wiesen an ihren 
5 ' -Snaen eine Kpn I - Erkennungssequenz auf JKl wurde so ge- 
wahit, da:^ bei seiner Verwendung in einer PCR die aida- lin- 
ker / aida - £- Domanen ampl i f i z iert wurden . JM2C wurde so ge- 
5 wahlt ( daS im PCR-Produkt die in ctxB enthalcene Signalse- 
quenz fur den Sec - abhangigen Membrant ransport iiber die Cyto- 
plasmamembran und die sechs daran anschl ieSenden Codons mit 
enthalten waren . Aufterdem enthielt JM20 in seiner 5'-standi- 
gen, nicht zur Matrize komplerr.entaren Verlangerung, fiinf Co- 

io dons, die fur das lineare Epitcp des Antikorpers Dul42 ko- 
dierten. Stromauf warts dieser Codons lag die Kpnl - Erkennungs - 
sequenz . Nach der PCR wurde das result ierende Produkt mit 
Kpnl hydrolysiert , mit sich selbst ligiert und anschl ie^end 
in E.coli t ransf ormiert . Die Identif izierung korrekter Genfu- 

i5 sionen wurde mittels Kolonie - Immunoblot vorgenommen (ohne 
Figur) . Der Nachweis der Expression und der Oberf lachenexpo- 
sition wurde in Analogie zu den in Beispiel 2 beschr iebenen 
Methoden durch Western-Blot -Analyse von Proteaseverdauungen 
und Analyse von Proteinf arbungen im Gel (Figuren 4a r b, c) ge- 

2o f uhrt . 



Die Generierung umfassender Pept idbibl iotheken ist durch eine 
geringfugige Anderung der hier beschr iebenen Klonierungsst ra - 
tegie machbar . Die fur JM20 beschriebene Aufteiiung der ver- 

2s schiedenen f unkt ionellen Bereiche dieses 01 igonukleot ids mu£ 
dazu so geandert werden, daE> der fur das lineare Epitop ko - 
dierende Bereich durch einen Bereich ersetzt wird, der bei 
der 01 igonukleot idsynthese gewollt der Degeneration unterwor- 
fen wird. Degeneration heiSt, da£ anstatt definierter Basen 

30 an alien Position dieses f unkt ionel len Bereichs einzelne, 
mehrere , oder alle Basen durch ein Basengemisch aus bis zu 
vier verschiedenen Basen ersetzt werden. Dadurch kann jedes 
Codon anstatt fur eine Aminosaure fur bis zu 20 verschiedene 
Aminosauren kodieren, wodurch ein Pool von kodierenden Se- 

35 quenzen ensteht, die fur alle denkbaren Kombinat ionen von 
Aminsosauren in einem Peptid der vorgegebenen Lange theore- 
tisch moglich sind. Die Zelie, die das Peptid mit der ge- 
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wunschten Eigenschaft tragt kann nun vermittel: durch Bindung 
des oberflachenexponierten Peptids an einen Bindungspartner , 
der beispielsweise an eine Matrix immobilisiert vorliegt, 
Flucreszenz-markiert ist oder an Magnetkugeln gekoppelt ist, 
s isoliert werden und zur bestandigen Produktion und Charakte- 
risierung verwendet werden. 
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Patentanspruche 

Verfahren zur Prasentation von Peptiden oder/und Poly- 
peptiden auf der Oberflache von Gram-negat lven Wirtsbak- 
terien , 
wobei man, 

(a) ein Wirtsbakter ium bereitstellt , das t ransf ormiert 
mit einem Vektor, auf dem in operativer Verkniipfung 
mit einem Promotor eine fusionierte Nukleinsaure- 
sequenz lokalisiert ist, umfassend: 

(i) einen Signalpept id- kodierenden Nukleinsaure- 
abschni 1 1 , 

(ii) einen fur das zu prasent ierende Passagierpep- 
tid oder/und Passagierpolypept id kodierenden 
Nukleinsaureabschnitt , 

( iii ) gegebenenf alls einen fur eine Proteaseerken- 
nungsstelle kodierenden Nukleinsaureab- 
schnitt , 

(iv) einen fur einen Transmembrani inker kodierenden 
Nukleinsaureabschnitt und 

(v) einen fur eine Transporterdomane eines Auto- 
transporters kodierenden Nukleinsaureab- 
schnitt; und 

(b) das Wirtsbakcerium unter Bedingungen kultiviert, 
bei denen eine Expression der fusionierten Nuklein- 
sauresequenz und eine Presentation des von dem Nu- 
kleinsaureabschnitt (ii) kodierten Peptids oder 
Polypeptids an der Oberflache des Wirtsbakteriums 
erf olgt , 

dadurch gekennzeichnet, 

daS der Nukleinsaureabschnitt (ii) gegeniiber dem fur die 
Transporterdomane (v) kodierenden Nukleinsaureabschnitt 
heterolog und das Wirt sbakter ium gegeniiber dem fur die 
Transporterdomane (v) kodierenden Nukleinsaureabschnitt 
homolog ist . 
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2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS der verwendete Autotransporter aus einer Gattung der 
Enterobaccerioceae abgeleitet wurde und in einem Wirts- 
bakterium einer Gattung der Enterobaccerioceae verwendet 
wi rd . 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dalS man die Transport erdomane des Aida - ?rot e ins aus 
E.coli oder eine Variante davon verwendet. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Transporterdomane des SepA- Proteins aus Shi- 
gella flexneri oder eine Variante davon verwendet. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

2 o dafi man die Transporterdomane des IcsA- Proteins aus Shi- 

gella flexneri oder eine Variante davon verwendet. 

6 . Verfahren nach Anspruch 2 , 
dadurch gekennzeichnet, 

25 dalS man die Transporterdomane des Tsh-Proteins aus 

E.coli oder eine Variante davon verwendet. 

7. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Transporterdomane des Ssp-Proteins aus Ser- 
ratin marcescens oder eine Variante davon verwendet. 

8. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ man die Transporterdomane des Hsr-Protems aus Hel- 
icobacter mustelae, des Prn-Proteins aus Bordetella 
ssp., des Hap-Proteins aus Haemophilus influenzae, des 



30 
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BrkA- Proteins aus Bordetella pertussis, des VacA-Pro- 
teins aus Helicobacter pylori oder eines der R.ickett- 
sienproteine !90kDa Zeiloberf lachenprot ein , SpaP, rOmpB 
oder SlpT, verwendet . 

Verfahren nach einerni der Anspruche 1-8, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ ein oder mehrere Peptide, insbesondere Peptide rn.it 
einer Lange von 4-50 Aminosauren prasentiert werden. 

0. Verfahren nach einem der Anspruche 1-8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS ein oder mehrere eukaryont ische Polypeptide prasen- 
tiert werden . 

1. Verfahren nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es sich bei dem Passagierpolypept id um einen Anti- 
korper oder eine Antigen bindende Domane eines Antikor- 
pers handelt, wobei Antigen bindende Domane mindestens 
den Bereich eines Ant ikdrpermolekuls bezeichnet, der 
hinreichend ist fur die spezifische Bindung eines Anti- 
gens . 

2. Verfahren nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ es sich bei dem Passagierpolypept id um die Qf-Kette 
eines MHC Klasse II Molekiils handelt. 

3. Verfahren nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es sich bei dem Passagierpolypept id um di3 B-Kette 
eines MHC-Klasse II Molekiils handelt. 

4 . Verfahren nach Anspruch 13 , 
dadurch gekennzeichnet , 

daS es sich bei dem Passagierpolypept id um die S-Kette 
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eines MHC Klasse II Molekuls handelt, an dem N- terminal 
Aminosauren angehangt vorliegen, die sich als Peptid xn 
die Bindungsgrube des f unktionellen MHC Molekuls einla- 
gern konnen. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 -14, 
dadurch gekennzeichnet , 

daft Bibliotheken von varianten Passagierpept iden oder 
-polypeptiden erzeugt, m Wirtszellen exprimiert und an 
i° der Oberflache prasentiert werden . 



16. Verfahren nach Anspruch 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die varianten Passagierpept ide oder -polypeptide in 
einem konstanten Kontext eines Passagierpolypept ids pra- 
sentiert werden. 



20 



25 



17. Verfahren nach einem der Anspruche 1-16, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft eine Wirt sbakterienzel le unterschiedl iche Passagier- 
peptide oder -polypeptide jeweils in Verbindung mit ei- 
ner Transporterdomane prasentiert. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft unterschiedliche Transporterdomanen in Verbindung 
mit unterschiedlichen Passagierpept iden oder -polypepti- 
den verwendet werden. 

30 19. Verfahren nach einem der Anspruche 15-18, weiterhin 

umfassend den Schritt des Selekt ionierens einzelner Pas- 
sagierpept ide oder -polypeptide aus einer Bibliothek von 
varianten Peptiden oder Polypeptiden. 



35 20 . 



Verfahren zur Herstellung einer varianten Population von 
oberf lachenexponierten Peptiden oder Polypeptiden und 
zur Identif izierung der Bakterien, die Peptide bzw . Po- 
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lypeptide n-.it einer jeweils gewunschter. Eigenschaft :ra- 
gen, wobei das Verfahren folgende Schritce umfaSt : 

(1) Herstellen eines oder mehrerer Fusionsgene durch 
Klonierung der kodierenden Sequenz eines gewunsch- 
ten Passagiers in frame mit der kodierenden Sequenz 
der Transporterdomane eines Autotransporters und 
eines Signaipept ides in mindestens einen Vektor; 

(2) Variieren des Passagierpept ids bzw. -polypept ids 
durch Mutagenese; 

(3) Einbringen des Vektors oder der Vektoren in Wires- 
bakterien, die den Passagier oder die Passagiere 
stabil an der Oberflache prasent ieren konnen , 

(4) Exprimieren des Fusionsgens bzw. der Fusionsgene in 
den Wirtsbakterien ; 

(5) Kuitivieren der Bakterien zur Produktion des stabil 
oberf lachenexponiert prasentierten Passagiers oder 
der stabil oberf lachenexponiert prasentierten Pas- 
sagiere ; 

(6) gegebenenf al Is Selekt ionieren der Bakterien, die 
den Passagier oder die Passagiere mit den gewiinsch- 
ten Eigenschaf ten auf der Oberflache tragen, und 

(7) gegebenenf alls Charakter isieren eines Bindungspart - 
ners fur den Passagier mit den optimalen Eigen- 
schaf ten . 

21. Verfahren nach Anspruch 20, wobei einzelne Schritte des 
Verfahrens weggelassen werden konnen. 

22. Verfahren nach Anspruch 20, wobei das Verfahren mehrmals 
durchlaufen wird. 
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23. Verfahren nach Anspruch 20, wobei man die Transport erdo - 
mane AIDA-I oder eine Variante davon verwendet . 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 20-23, wobei das in 
5 Fusionsprotein enthaltene Passagierprotein ein Peptid 

oder Polypeptid mit einer Affinitat 2U einem Bindungs- 
partner, ein Ligand, ein Rezeptor, em Antigen, ein To- 
xin-bindendes Protein, ein Protein mit enzymat ischer 
Aktivitat, ein Nukleinsaure-bindendes Protein, ein Inhi- 
io bitor, em Chelator- Sigenschatf ten habendes Protein, ein 

Antikorper oder erne Ant igen-bindende Domane eines Anti- 
korpers ist . 

25. Verfahren nach einem der Anspruche 20-24, wobei die 
is Identif izierung des Bakteriums, das einen Passagier mit 

einer gewunschten Bindungsaf f initat oberf lachenexponiert 
prasentiert, durch Bindung an einen immobil is ierten 
oder/und markierten Bindungspartner erf olgt . 

20 26. Verfahren nach Anspruch 20, wobei der Bindungspartner so 
modifiziert ist, dafi er in einem zweiten Schritt durch 
einen fur die Modifikation spezifischen Bindungspartner 
detektiert werden kann . 

2s 27. Verfahren nach einem der Anspruche 1-26, 
dadurch gekennz eichnet , 

daS Passagierproteine oder Teile davor. auf der Bakte- 
rienoberf lache chemisch oder enzymatisch modifiziert 
werden . 

3 0 

28. Verfahren nach Anspruch 27, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ die Modifikation eine niche -kovalente Modifikation 
ist . 

3 5 

29. Verfahren nach Anspruch 27, 
dadurch gehennzeichnet, 
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daS die Modif ikat ion eine kovalenre Modi f ikat ion ist . 



30. Verfahren nach Anspruch 29, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafe die Modif ikation eine Glykosyi ierung ist. 



31. Verfahren nach Anspruch 29, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ die Modif ikation eine Phosphoryl ierung ist. 

32. Verfahren nach Anspruch 27, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafe die Modif ikation eine Proteolyse ist. 



is 33. Verfahren nach Anspruch 32, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS Passagierproteine oder Teile davon durch intrin- 
sische oder extern zugefiihrte Proteasen selektiv von der 
Bakterienober f lache freigesetzt werden. 

2 o 

34. Verfahren nach Anspruch 33, 
da urch gekennzeichnet, 

dafi Passagierproteine oder Teile davon durch eine in- 
trinsische Protease der Wirtszeile, insbesondere die 
25 OmpT- Protease , die OmpK- Protease oder die Protease X, 

freigesetzt werden. 



35. Verfahren nach Anspruch 33, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ Passagierproteine oder Teile davon durch eine extern 
zugefuhrte Protease, insbesondere die IgA- Protease , 
Thrombin oder Faktor X, freigesetzt werden. 

36. Rekombm? nter Vektor auf dem in operativer Verknupfung 
mit einem Promotor eine fusionierte Nukle insauresequenz 
lokalisiert ist, umfassend: 

(1) einen Signalpept id - kodierenden Nukle insaureab- 
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schnitt , 

(ii) einen fiir das zu prasent ierende Passagierpept id 
oder/und Passagierpolypept id kodierenden Nuklein- 
saureabschnitt, 

(iii) gegebenenf alls einen fiir eine Proteaseerkennungs- 
stelle kodierenden Nukleinsaureabschni t t , 

(iv) einen fur einen Transmembranl inker kodierenden Nu - 
kleinsaureabschnitt und 

(v) einen fiir eine Transporterdomane eines Auto- 
transporters kodierenden Nukleinsaureabschnitt; 

wobei der Nukleinsaureabschni 1 1 (ii) gegeniiber dem fiir 
die Transporterdomane (v) kodierenden Nukleinsaureab- 
schnitt heterolog ist . 



15 



37. Rekombinantes Gram-negatives Wirtsbakterium, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ es mit einem Vektor nach Anspruch 36 transf ormiert 
ist . 

20 

38. Wirtsbakterium nach Anspruch 37, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ es gegeniiber dem fur die Transporterdomane (v) ko- 
dierenden Nukleinsaureabschnitt homolog ist. 



25 



39. Wirtsbakterium nach Anspruch 38, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft es eine E.coli Zelle ist. 

30 40. Wirtsbakterium nach einem der Anspriiche 37 - 39 , 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ der Nukleinsaureabschnitt <v) fur die Transporterdo- 
mane des AIDA-Proteins oder eine Variante davon kodiert 

35 
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Figur 5 

a) E.coli UT5600 pBA 




b) E.co// UT5600 pTKl 
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c) E.coli UT56O0 pJM7 
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DN A-Sequenzen der venvendetcn Oligonoideotide /o I 2 & 



Name 



Verwendung I) Lange (bp) Sequenz (5 '-3") 



EF16 

JMI 
JM6 

JM7 

JM20 



PCR (+) 



36 



PCR (-) 27 
PCR <-) 30 



PCR (+) 



PCR (+) 



30 



44 



TGTAAAACGACGGCCAGTATCACGAGG 
CCCTTTCGT 

GGAAGATCTGCCTCAGAAATGAGGGCC 

C A TG GT A CC A GGCGTTTT ATT A TTCCCT 
AC 

CGGGGTACCCTTAATCCTACAAAAGAA 
AGT 

AAGGGTACCTTTGAAATACTCCGGAGTA 
ATATTTTTGAGGTGTTC 



1) 



<+> "nd (-) benehen s.ch auf den kodierenden ( + ) bzw. den dazu komplemenraren DNA-Strang (-). 
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1 rf^fff^^r^^^^ACTGCAGGAATAAGCTCTGGTAAGC^AA^AC^CCA., 
1 ^I^f ^f^:f^; CAG ™^~CAGCTCGCGGGGGATATTTAT.^.TTCCAT 

N K t t - n c f r n ttttvttttv* - : 



121 ^T?^:^^^T! ATTTTACC ^ A ^^A TC GGAGGATACGC=AAT G CAAA A GGT 

A E 2 l G o F T L ieo 

1 8 1 ^-? A :^T! ACACGAGCAACAAA «"TGCCAGAAACACACTCGA7GGrTATTr-^ TC 

y- t i M v T S * N k"77777777777* 240 

2,1 ^T^! 00 : A 5?T°?I A Tf ^^^^AAAATGCAACAGGGCTCTT^C^AAACT 

G V VGTWY QNG TVTT~c"~l"V~A~TV" 1°° 
3 0 1 ATAA f ^^ AATC " A rcAG TC AAAGG TC ACGGACTGGAAGAAGAAAAA 

w m 2 y n « ^ « a s" + 7"K"7"7'7"7"r"r"n"* . 60 

3 6 1 T ^^^^^^^^^CAGG^GGGGATATAACCTGAATCTGCA-ACA 

vnlngltas *"7777777777* 420 

4 2 1 1^-- ^^^^^^^^^^TTCTCGrTACAGCCTCA-r^CAGGCTCTC 

« t s p E G T T o- e "7"w"7-7"p""77777' 480 

481 ^^T^H^^^^^^^^^ATAACGGAACGG^GTGCAGGGAGCA 
W M G V T P 3 T h'TTTVTVVV'q'TT* 

5 4 1 ^ ^ J^A^C AGACAAAAGCAGGTATTCGTGCATCCTGGAAGG^AAAAGC AC - 

<5 K N N I o T* K A~TVVTT777T7*~K~TT~ "° 

6 C 1 C ^ A ! AAG ? A T A ^ GGGCGGAGG ^CGTCCGTATATAG AGGCAAAC^GATCC * TAA r 

-okdtgrrp r"777777"k'777* ? 60 

6 6 1 - - T^^^ZTT^^^^^A^ACAGCCAGT^TT^TCAGGTAGCCG AAAT 

7 2 1 r A ^ GAGAGA : ^^"^"•^AAGGGGTGArrACTCAAAAC^TCAG^AATGG-- 

^ = = I K T G I E TVTTTTTT" v'TTT* 

781 GGAG T5 G ^ A 3 A T5 AGG ^ AGGAG ^^ A ^ GGG AGCAATGC2ATCTCCGGAGCACTGGGGATA 



AAATACAGCTTC 
841 952 

K V S F 
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igur 8 

LRLRADA*GG 7V~A~~fT~7 f~ l~~r*~Z~~Z~~l~" 60 



E R Q Q 

6 1 - Tf - ^^^"f GCCTACG ACCAGACGGTCAGCGGGCTOGAGATCGGCC^ 

i s n R H a R + A y D"TV";'T7'i"T"i"T'r* - 120 

12 1 - - - -T^f ^?5 G ??!^ GGG f ^^GCTOGTACGCCGGCGGCCTOCTCGGCTACACC 

DRGWSAS + GGR + w""y" A " " " " + * 180 



G G L L G Y T 



181 ^^^^S^^^^^^^^^^^TCAAGGGCCTCCACGTCGGC 
V A D R T Y P + G D G~T'g"k~T~k'gT'h"v"c~* 

241 ^^^ff^f^^^^^^^ACTATCTCGACACCGTGC^CGGCTCGGC 

G Y A A Y V G + D G G~TT7'T"7VT~r"E'"g~* l°° 

3 01 5?^^!^ G f^^ CA ^ CCGGCACCGAT ^^CCGCGTCACCGCCGACTAC 

R v d q Q y i a"7T7"7T7~7"77~7"7~* - 6 ° 

3 61 ----^ ATGGTCGC ^GAA G GCGGGCGCCGGrrCGAGC TC CCCAACGAC 

RTSGAAWSLE VT'r'TTTTTTT'd""'' - 20 

421 T 00 ^ CGAAC f GCAGGCCGAGG TCATGC TCTCGC GCACGTCAGGCAAGCGCTATCGC 

W F A E P Q A + E V~VTVTT~s~~g"T"r~T~R~* "° 



4 8 1 ^ --f AA T GG ^T GCGCGTCAAGGTGGACGCC AACACCGCCACGC TO GGCCGCC1^GGC 
A S N G L R V + K V D~TVTT~T~~Z"VT77~g~* 
541 ^ G f G f^ GG f5 G f! G f A I CGCCCTG ^ C ^CGGCAACATCGTGCAGCCCTACGCCAGG 

L R F G R R 1 * L A 7 o"n'T"v"V777' 8 "* t 00 

6 0 1 - T^^^f AGGAGT J CAAAA ^ACGGGCGATG TC CGCACCAATX 3 GCArn 3 GCCAT 

L G W T 0 E F* K S "7 + g"d"v"r" V 7" "7" 7 7"7 + 66 ° 

661 -f^^^^f^^^^^^GTGGAAC^GCCGCGGGCGTCGACGCCGCG^TGGGC 

agagrhgrve^l 77T777777* I 20 

721 ^^5 A 5 AA ^! CTATCCTOCGTACGAGT ^cggcgggcgaccggatcaaca^ccg 

kghnlyasye 77777777T7 4 3 80 

7 8 1 GT Tf C ACGCCGGC TACCGCTACAGCTTC 

w s r7T7"77 + 7"7TV" ! 13 
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i ^^^^^C^ATTAGAAGCCGCACTTGAGGTTATTGATGCCCCACAGCAATCGGAA 

A ~* "*" ~ ~ """ •* -*- ^ 

^^lfaleaalevidapqqse 
* i ^^I^I; I AG 7T 5^ g ^ g ^ gc - gaa ^caacgcaaacaaaaagacttgatcagc 

KDRLAQEEAEKQRKQKDLIS 
1 2 1 - - T T - T ^^^ G ^ GCGT 3 ATCAG AATTATCTGC AACAGTAAATAGTATGCTTTCTGTT 

R Y S N S A l7 s"~E""L~*s""A""T""v""N"s"7"Z"r"v"^ - 8 ° 
1 6 a CAAGA ^TTAGAT CGTCTTTTTGTAGATC.AAGCACAATCTGCCGTGTGGACAAATATC 

2 d eldrlfvd*q "a""c""s~~a"~v""w""t""n"":"* ? 4 ° 

AQDKRRY^oi V V F~ ~R~ T "y" "q * W _ K~ "t" + 

N L R Q 1 G V ^ Q~"k~TVTVTVVV~A~~V~\*~* - 60 

3 6 1 I : GCA I AG 7 C ?!! CAGA ^ 

mmsgfaq7y q""w" + g"d""Z"q"f"g"v^'n""v""g^ - 8 ° 

4 8i ^^T^?! 000 ^^ 

t g i s a s K 4 77*rrrs"7*K"TT7"rr - 4C 

5 4 i ^l^:^ GGCG ^ G ^ 

A i n y g" v'777777777777777* - oc 
6 o i ^IIII^I™! 000 !^ 

yfgvnry* r7777777T7777' - 6C 

6 6 1 G 3 g ^^ cggc 3AGCcttgcat ttaatcgctataatgctggcattcgagttgattataca 

VKTPSLAFN r"*y""n""a""g""i""r" V"d""y" V* 

7 2 1 TTT.^T gcgac ^ataatatcagcg tt aagccttatttcttcgtcaattatgttgatgtt 

f t p t d n r777777777777T - 8D 
s n a n v q t""t 77777777"? + 7'g"7* ? 4C 

s 4 1 5 a ^ ggcaaaa ^gaagtgggattaaa^ 

x y i'77'r777777777777777' 90C 
9oi A If: CAAAA ! c I CAAGG :^ 

1 S K s C G S 0 L G *K q""q"~n""v"c7~v"777"7"* 

TATCGTTGG 
961 969 

Y R W 
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Figur 10 

lulls' 
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6 1 ^Tr^TTT^^^ 

n d f r77777TT77T7" s "777T - 120 

1 2 : 

E Q L V K G A n v <~ * * - 80 

1 8 1 f . 5 T !;^^ CTCCTATCTAC ^ GATCGTC ='TCCTTCTAaCACAGATTTCAA3TAT 

i s l y n'T'y'TVTc-T'a'TTTTT'k'T* - 40 
2 4 1 rrlTTT: A : ^fTf^T^rfrl 000 AAAA ^ CAGC ^ cT rcraAACAAGCTTACAAT3-rrr 

* g f y ; d 77777T7TT777T77* - 00 
3 c i G . a ™^ c _^::::^ 

G E D S s p 7 M"Q"7'F"7"7"r"r"s"V"E"r"7' 



361 



^TCGC^CTTGCTA^AA^ 

v r f I L 777"n"77"y"77777777' - 20 

421 T! ™ TT A T^ CAACCAAAGCAA J ATC ^GCAAACCCTAGGAAGCCACTGGCTAAAAGGC 

l g y ; N"7777777777",i"77"77* - 80 

4 8 1 ^JJ^ATCTT = ACAGTCC AGGGGCGAATTGGAAGCAACTTTCGTTATAGATTT 

e q s s i f t*7~777~7~7~7~7~7"\77*7~777~ + ! 40 

5 4 - AA T CAA 3T CAC ! GAAGACAAGGGCTGGGCTTC AGAGCrrTATTTGGGCTTCTCGTACATC 

n q f ; E o V7~7~7~7~7"7~7"7~7"77~7~7~* - 0o 

6 C 1 ™ G -!T A ! A Tf AG ! GG T GGCAATCTTACCCTCGTGTCTCACC TAGGTTC TC TAAACACT 

g d y i s g g*'n""777"7"777""77'7""77"* - 60 
6 6 1 ™ GGAC 3TT? AGC ? C ? A !;?^ 

l r t l s s 7 g~7~7~7"77~7~7~7~7*7~7~7"~ : 20 



721 A ^ GA I AA T CA ! AGA " CTAC ^ GA ^ GA ^ G ^GCrr^AGGCAAAATCATCACA 
K D N H R f"T"f""d"TT"r"s"T"g""g"k + "7 l'"7' 
7 8 1 - - ™ f AACA 3T GG f TATCGCTATAAC TTTGGCGAAAAC AGAAAATACGTTTCT 

d v o f N 7 g + 7~7~7~777~7~777~7~7~7~7"7* 840 
l l a g 3 M 7 7 7 7 7 " 7 " 7" "7 77 "k" "7 7" 7 - " 7 * : 00 

GAGACAGAAGAAATTCAG 
901 . 918 

E T E E I E 
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gaaaccaccatgtggattcgtact; 



TGGTGGAC ATAATG AG CATAATTTAGCTG A TAG A 



E T T M W I R T V G G K'VTTVTTTT* f C 
e - 1 I^n^^f fACAGCTAACAGGATGG TTT ATCMATTSGTOCAGATATTITCAAGACA 

2 L K T T A N * r'TTTTTTVTTTTV* 
! 2 1 - - Tl - - 5I??I5*™ ATOG ^ C ATGTGGGTATTATCOGAGCTTATC3 ATATCAGGAT 

n f t d h d c * ^ttttvtttttt'd"* - 80 

1 8 1 -?^?T rCT^I^^^^^^TTATAGTTCACGAGGAACTGTCAGCGGTTATACT 

3 K T H N k v t s J'TTTTTVTTTV* ? 40 

2 4 1 - - TIT?;^-^! r rGCTTTCAGGATCAAAAAGAAC =A A CAGGTCTATATATGGAT 

a g l v s s w'VVVVTTTVVVTTV* - 00 

3 0 1 - - 3T? G !T?; A r~ A f A ?r^^: AATA ATACAGTCAAAGGAGAT(3GG'rrAACTCGTGAG 
3 6 1 ™ A TT55 AGCAAAGGAATAACAGGAG -TT^GAAGC1^CTATATCTACCCA.,CC >TA 

k v s s K g r T G"777TT7'rT7TT* "° 

421 - G -T?f -f !?5!5 A T A tI AATATTGACAACGC ^TATCTC A A TC CACAAGTCCAGATA 

R W T A H N N + I D N"T77T"N""r777"r + "° 
4 8 1 - C T- ^^^AAAAGCAAACGAC TATATTG AAC ACAATCOCACTATCGTCACATCC 

trkgvka'n 5"r;"77777777"'* ! 40 



TC^GCAA.TAATATTCA.AGCAAA.^GGATTGCGTACATCcrTAArTAGTCAGAGT 

S G G N N I Q A K L + G L ~R~~~ ~" ~Z~~Z~* 600 



3 L : s 



5 0 1 If f-T^^^T^^^^^^^^^AAG^AAT^GA.^TGG 



- E V N w i; „ 
661 - G - T ^ GC ^I ATGGTGTAATTATG ^TGGCA TC TCAA.TCACCAGATAGGCA„ACCG~ 
S S K 2 V G V ! M n'VTTTTTTTTVV* 
7 2 1 ^Tf^^^ST^^^^^^GCGTCTTCCAGATAACCTAAGC * TC-GG 

N v 1 E L K "* G v'77777777777' : 80 

7 3 1 °- rT^Tf I : "^.TTGGGTAATAACAGTTAC AGAGACACCCAAGGTArTTTGGGT 

G N V 3 = 0 " G N K ~S~TTTTT"g*T~£"g~* 

GTGAAATATACCTTC 
841 855 

V K Y T F 
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Figur 12 

L- G E L R L K P D A *G G~ ~ I" V~ ~G~~ P.~ ~ a" F~~l~ ~ ~~' ~ !° 
6 1 ; GCC ^:^ G :T??? :^!: GC3CCGGGCGGC ="^=GACCAGAAGCTGGCCGGCTTCGAG 

i2i -Tr'rrf^ff G :5'r ^: gcgg 3 ,ggc::;g ^^---sacgctggcac-tgggcgggctggcc 

1 e i GG f T^ CG : G f !r = r^ CCG :rf c ^ :accggcgac<ggggg cggcca-accgacagcgtg 

gytrgdp/gf t"*g"Vg""g""g"h"t"d""s""v"" 2 - 4 ° 

2 4 1 : -T G !r GGG r GCTA ' rcCCACATATATCGCCGA ^3CGGrrTCTACC^G A CGCGAC3C-rG 

h v g g y a t'TTTVTTTTTVTVT* - 

3 01 ! G - GCCAG f CG ff^=AGAATGAC— C AAGCTCGCGGGCAGCCACGGGTACGCGGTCAAG 
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; 1 ! GC ^ G T A 5 CG r AC f CA ! GGGG ^ CGCCTCG '-"CGAGGCGGGCCGGCGCrTTACCCAT 
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n v v ^ — . *" ~ 

E A G P. R F T H 
4 2 1 ?f f ^f^f ^TT^^f 0 ^^ 0 : AGGC CGAGCTCGCGGTATTCCGGGCCGGCGGCGG^ 



ADGWFLEPQAEL A v" T * 480 



4 8 1 ?- G T-f CGCG ? GGCCA - A ? GGCCTGCGGGTGCGGGA = G AAGGCGGCAGCTCGGTGCTGGGT 

a y r A a rri'TTTTTTTTTTTT* 

54 1 ---- T^f C T GGAGG T CGGCA - AG r GCA r CG ^-CrcG=AGGCGGCAGGCAGGTGCAGCCA 

D T T T- T r " " " + + 
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K P ' r r ^ ^ ' -6 00 



iOl T-f^^f^f^rr^^^^^ACGGCGCGGGTACGGTACACACCA 



CAACGGC 

A G 



V L Q £ F D ~ - '- 660 



661 ^ G ?^^^ CACCGAACT ^ CG — CACGCGCGCCG^CTCMCCTOGGCATCGCCGCr 

1 A H R T E ^ * "^'VTTTTTTVTT' : 20 

7 2 1 - - - ST!??^^ 

7 8 1 - - - A T GC ^ C I GG !f5r TCCACGC ^ CTACCG -TACAGCTGG 
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Ficur 13 



L G E L ? - N P D A * G 777777777* - 
: - ? T?? A f CGCGCC ^ CCGGCGCTTCGA ^-AGAAGGTGGCCGGCTTCGAG 

0 Q L D K R* A 777777777777* 



6C 



121 C ^ GG 5 G ^ G ^^CGCGGTCGCGGTGGCCGGCC^CGCTGGCACCTGG^ 

L G A D K A V A V A~77 777 777 77 " 



181 ??^3^^'3*^^ ^^^^^^^^^^ ^ ^^^"^^^^^OOO C"OJ^OC?GOOCS ^OOO AO C"0^0 AOCTO^O 
G Y T R G D R + 7777777777777~ 

H v G G Y A t77"77777777777* - 00 

3 c i - ~ - - f ^^^^^^^^CGGGCAGCGATCWGTACGCGGTC AAG 

R A S R L E N*7777777777777" 

3 s i GGCAAG ^ ACCGCACCCATG ^ 

g k y 7777777777777777'^ - 20 
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ADGWFLEPQA*EL 77777777* 

4 s i G : G I ACCGCGCGG 7 CAA ^ 

a y r a a n g"*"l r" 7 77 7 7~g 7 "7 7 "7 " 7 * - 40 

54i ^fr! 0 ^ 00 ??^ 0 ^ 
* r l c l E "777777777777777 + 600 

' y i k a s 77777777777777'g" - eo 

6 6 1 - - - f A ! CGCACCGAAC ^ C ^ 

i a h r t E l*7777777777777* - 20 
a l g"77777777777777777 4 ~ 80 

„ „ , gccatgcc -^accttccacgcgggctaccggtacagctgg 

,cl + + 

A M P W T F H A G Y R Y £ w 
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Figur 14 



: ^?TT!?^::?T? G ^"r^:rrT TCTCGGT ^ c ^ CGCA "^ G ATGTGTA.^cAGT 

k f g k w 1 s ~ p ^7~ttttt777t~c~"n~t" -° 

6 ! ^.^GTGGTTATAAGT CTCATACAACTCMTGGCACTATACWTTTTSACGGCTTCGTTAGC 
12 1 - - ~-Tf T^f ^faACTTCCATATACAAGAGCCGATACTCACATTAAaCTAAAA 



° ° L A L G L A y T R A d TT'i'TT"""'* 



lAAAT 
K N 

1 6 1 ^^CGGGCGAT AAGAATAAGCTAGAG AGO AAC ATCTATTCTTTATACGGTTTAT AT 

n k t g d k"VTVTTVTTT~l~V~g"l""* ? 40 



2 4 1 ^!?:^ CC !T^ G ^ TCTCTTCGTTGAA =-^tagcatcttactcagata.^taagata 

N " u * F Y E N l7 F v"TTT~A~TT"s"T"n"k"T" -°° 
3 0 1 -^r^If^^r^^^^-ACGACACTAGAGACTGTCGGT^ATC.^C^CA 

3 6 1 ^- GG T^ G ^:^ TCCGAAAGCTA ' rACA ^TCAG^AATCGCTGGrrATACCTATATG 

N G K Y K S e'TTTTTTTTTYVTV* "° 

4 2 1 - T^fT^^T A TTAACTTAAC ACCGCTAGCTGCGCTTAGATATTCGACTATCAAAGAT 

4 8 1 ^^fT^^^^^^TA^^^AAAATCTTACCGTTAAAGGCAAGAACTAT 

X G Y K E T G * T 540 

, i 1 ^! A 5!TT CCACGGmACTCGGTCCTAAAG TATCA A GTAATATCAA'K 3 TCA^TGAAATA 

n t r d g l'tyttvttttyvytt* - 00 

601 G !?fI AA f A !!! GAGCTTTACGCAATGGTC =ATTA TC CATTCAAGAATAAAGTTTC=GCG 

v l t p e l y*a «'77T"a'7777777* - 60 

661 t^™J?^J?/?^*™^ 

darlqgmt 7~V7~VT~N~TV~K~T7r~ -~ c 



7 2 1 ™™ TIT T GA T GTCGGTGTCGGTGT TAC TC CTAAGCATAAAA^A TC GAATACAGG 

K T S F D V G* v"g""7*t"7"7""h"7"" M " M + "e""y"7^ I" 

78i A TT^TT A T? a T A T:^ tatcggaagtaagt aittcgctcagcaaggtag TC ta.aa.agtt 

I N Y D T N I* G "s"k"*;"TT"5"q"g"s*"v"k"-"* 



CGTGTTAATTTT 
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: ;;r::^f!:!:!r?r;:^::TT::T:I^': A — -agaacaagacaaaaaaggtggt 

S Y 3 V W A K F F V " 77 " I " ~ l~ E ~ -~ ~ ~ ~ ~~ ~ ~~ ~ Z ~ " ' * 6C 

I A G Y K A K* T T~ V"v"v"v" "g~~L~~o"t* "l~ "I"s ~~ 
• 21 r-I^::T^ rcATT ^ CAGCTA ^ G = AT = AC; TAA A .^CTCATATAAAACACCAAGAT 

d n l m i g a* a T7T7TT7T77T7' ± 80 

1 6 : I^AAGAAAGGTGATAAAACTGATA TTAATarrTTATCATTCTCTCTATATCCTTCCCAA 

y k k g d k t'ttvtttttttttt* - 40 

2 « - i a g ^ttaagaatttctttgc t caaggtaattc aatctttaccttaaacaaagtcaaa 

0 L v K N r p A 0 0 ---------- T77"----' 3° = 

3 01 ^^^AAAGTCAGCGTT ACTTCTTCCMTC7AATCWTAAGATCAGCAAGCAAATTCCTCCT 

s k s q R v /7777"g""k"T777777' - 60 

3 £ 1 ^I^ACGATAACATGACATTTGG - G ^TTT.^TA-T^TTA^ArrATAATGC^ 

c n y 3 M M t* r 777777"g'777';'T* - 20 

4 2 1 - ™f ™ I?" ATTAGTAACTCCA A-TGGCAGGACTTAGCTACrTAAAATCrrCTAATGAA 

m p n v l v r;'77777T77777T 480 

4 8 1 ^TT A I^ GAAACCGGTACAACAGT ^=AAATAAGCGCATTAATAGCAAArrrAGTGAT 

N ' Y K E • G t v TTTTTVTTVTT* - 40 

5 1 1 - GAG :!r A !T! AA ! AG T AG ^ CT AAAGTAGCl W TAGTAC TC TCA^TATAACTCATArr 

p 7 D L 1 v =*^777";"77777777* - 00 

6 01 G ! G -I- 1 A T C ! GGAAA n: A : TC1 ™ TCGTGC A G AAAGTAAA. TC GTAAATTATCTAAC 



,i a ™t:™ c ^^^z^ 

V I Y P E : H* ^TTTTTTTT'c'TTTTT" 



660 



6 6 1 T-T- A r!:3 ATCrTAGATGGACAAA CTG=TCCATTTATCAGTCAACC TC ATAGAAC TC C- 

s q s m l d g 0 T 7T7TT777777' - 20 

7 2 1 ^ CG Tf !T A T AATATAGGCTTAAGTCC AAACATAAAAT^TGA TC CTAAGA TC GAGT^ 

ktsynigls A"^""r"7T7"7"77"E'"7' ? 80 

GGTATCGGTTATGATTTTAATTrTO(-M>^-.> , , — ~ 

78 



, 1 ^T A :! GC I: A r GA TTT! AA " CTCCA - AG ~^ATACTGCACATCAAGGTACTrTAAAA. 

g - g y d f N * s a'77777777777* 
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GTACGTGTAAACTTC 
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Figur 16 

A v g : w a k p r y"V"d""a""k""q"s""k**k":" 



6i 



e : TT*??:?? t : ' W - ACCACC3 = TG TCGT^.TCGGTTTAGATACGCTAGCTAJ> l C 

LAGYKAKTTG 7 V I " ~G " 7 " ~ D~ ~T " ~l ' 77 77 * - 2 ° 

1 8 1 T^T^^^^^^^CCGACGTTAACCMTTTCTCATTCTCTCTATATGGTGCCCAG 

V K K G D K T*VTVTTTTT"l~V~G~T~q"* f40 

3 L V K N F F* 77~7~TT7~7~7~7"l7~Q~7~7~~ -°° 

3 01 ™ _ G 33 A 5^ CTTC = A TGCT.\ACGGTAA.TATCAGC.^GCAAA^CTGCC 

N K S Q P. 77"77"T V7777777~7~T7~7~7~* 

3 6 1 ^T--™? °*™f A ^ ACA ' I ^ OG ^TAACTTAACAGTCGGTTATGArrACA.ATGCA 

* g h y d n "m"TT"g"g"V"l"T"v"g""y"d*"y""n"a"* - 2 ° 
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1 A T?^? G T G T G T TAG ?^ TCCAA ^ CAGGAC ™ G -TACT^AAAGTC'rrCTGACGAA. 

M Q G V L 77*T7~7~T7~7~T7~7~T7~VT* - 8 ° 



4 81 A ^^ A f A ^ GAAA ^ GGTA = AACAG ^ C ^CAAGCAAGT^A^CAGCAAA.TTTAGCGAT 
N Y K E T C VTTTVTTTTTTVTV* 

R T n t -r i r ,-, . _ "~ ~ * 



54C 



KVAGSTMNITDL 



6 0 1 ~ ~ - -™T^ - GAAG !T: AGGG ~TTTGTGGTTC ACAAAGTAACCGGTAGATTATCTAAA 

a v Y p £ V 7 777 ww vttvttt* - 60 

561 A -T CAG T:!;T A TT AGA = GGACAAG ^ ACTCCGTGTATG ^CCAGCCTGACAGAACCACT 
T 0 S V L D G + 77~7~V7~7~7777T7*~p7T7~* 
721 A ^ CAT - TTATAATTTAGGTTTAAGTGG AAGCATAAGATC TC A TC CTAAGATGGAGTAC 

K T s Y N L G+ ^TTTTTTVTT~m"e~T* - 80 

7 8 ^ ^I^JTACCATGCTCAGATTTC AAGTAAATATACTCCAC ATCAACCTACTCTAAAA 

g i g y d *"7TT7777TV77"777' 840 

GTCCGTGTAAACTTC 
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Figur 1 ~ 

TCTTATGGTG 7ATGOGCTAAACCTT" , ' , ~A m A A ri * » ,_ „ . 
1 + — * -^^ rto ^ ACAAGA ^AAAAA.^GGTGGT 

S V G V w A K P =■ y m -~~~"Z~~~"Z * * 6G 



C K K 



6 : -I -?:^r!!^^rf ^C! TGC ~= GTGTTG -^~T3GT^AGATACTCTCGCT.^T 
1 2 1 - ^f^^II^^^ATraCTAT CACTAAAACTCACATAAAACACC^A" 
1 S 1 T - r^C^-^TAAA^CTGATAT TAA GG3TTTATCCTTCTCTCTATATCGTC-CA- 

CAGCTTGTTAAGAATTTCTTTGCTCAAr~T2i~T, > «~»™_ 

241 . . ^ G ^ TA - TG -AA"A7TTACCTTAAACAAAGTCAAA 

o ^ v k m f r* a'TT77TTt"T7777* : 00 

3 C 1 - - !^I^ G : G r AC ^ C ^ CGATC ^^^^GA TC AACAAGCAAA^GC^C- 
3 6 1 ??I^!T*!? A : ^ "^^^^AATTTAATCTTTO^Al^TTATAATCCA 

G n v d n i T F ='77777777777' - 20 

421 -T°f ^^TATTAGTGACTCC AATGGCAGGGCTTAGCTACrrAAAATCrrCTAA^AA 

L 0 G V L V P M A~ + g L~~S~ Y~~L~~K~~s"*"~S * 480 

481 ^^^^^^^^^^^CAAATAAGCGCATTCACAGCAAAT^Ll- _ 
N Y K E T G T T V a" Vk " ^ " V 7T 1 " " K '~ F ~S "o ' 

5 4 1 ^i^itt^^^^taactggtagtcctatcaatataaatcatatt 

6 0 1 - ^ a i:t a ! !5 ag ^t rc ^"^^^^caaagtaaa^gtaagctatctaag 

* v 'iype;hsfv vtttt-g-tttt* - 660 

s e i r :I CAG ! C ! A T: I T^^f^f : G f ~ =a™ TC agtcaccc TC atagaac TC ct 

A Q S M L D G Q T A % F I ~ Q~~p"d ? 2 ° 

7 2 ; ^ CA !f!! A ^I A T AGGC ^^CAAA.rATAAGATC TC A TC CTAAGLLGTAT " 

K T s * n i o l s a TTTT~;~~""*~~ 780 



M E v 



, i G ^T A T CGG T3 A T? A TTTT AA T G 5T GCA " 1 ' GT "'^' TATACTCCA 

g:gy DFNAAs 840 

' ' ^ T „ «t 

GTACGTATAAATTTC 
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1 r-^rr^I^r^^Tfr^^^CATAATGAATCGTACCGGTTCGGCAGATGGTGAC 
= = C A 0 V W A R : *„ n'TTTTTTVd^ - 

6 1 r-"r:'r: T ^: TACACTCACGTTCA CA^GGTGTCGACAGAAAGCATCAGC-3GA--- 

i2i -:~-:::^:^attgc^^^ 

• "3 - F T G A L L T V r 0 T"n~"a" VTTT * - 
1 8 1 rT5 A ?Trr ^^f^ - "^TGGCGGTrTGTATCCCTCTGCACTCT-AA^.- 

* c k N K s v 0 c TTTTTTVTTT 2< 

241 r^™^ r^^^^^^^CAGCACACCCCGAAT 

3 0 1 ^T^^^^CTAC AGCTCTCATTCC^GTATGCCGGTGCTGAAG^T 

F A 3 L <= " K D y s % h""s"'; _ T"a"g*"a"e""v"* - 5 

361 ^-ir-T-r^^^f^^^^Tf^I^^^^ACACATAGAGCTCGT^A 
GYR -'HLTKtrc 7- ,", * ~~ * 



L T K E S w V E P Q I TT'v'V* «° 



421 ^S^I^^^^AGC^GGAAGCCCGGGGAATGGCTCTOAGCA^ 



GSVSGKAFSW E~T7~T77~ : ~"* * 480 



:atgaaa 

481 GA -^ GG ^! A ! AA ^: ACTCA ^="TAC TC G TC r rcA CG^^GAG^-CT"cL- 



S41 GG -- A ^ A ^ GAAAA I5 A : A r CTCGA = C ^^GGG^A T CAGrTCGAC=TGCTGGCG 

0 D D K K : T A * * V77T777-i-T7- 
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01 -^^3!?!^*^==^^^ 

N G E T — o d a s'Vttttt" 

6 6 1 - G -- ^AGGaATGAATCCGGAAArTAAGGATAAT 
S « M L M T V* G M~ VTTTTVV 

721 r!^T^™^™<^ 

^ELEKSArGK ^* "t7 77 7T77 77 ~7* 77 ~A "77 * 

TTCCGTTATGTTTT^ 
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K R V VP 
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TP. Q L S G Q I K A + D M A S " A "q ' " I + 7 ~£ " ~~ + 60 
6 . CGTTATCTGCGCGATACCGCCACCGAGC3GTTCCGCCAGGCCGATGGCCGCCGCACCGCT 

kylrdtater*7rq 7777777* - 2 ° 

- 21 : CCGA T ATCAAAGCGGA ^ 

s d i k a d d + n 77777TT77777 + - 80 

gcttccggcaacgacaacgctaccggttaccagacatccacctatggcgtgctgttgggt 

181 + — ^ H + _ ^ 

asgndnatgyqtsty"g~ v"7~~~7* - 4 ° 

241 -T?--_ AGC ^ C ^T^ ACGAC ^ CCGGCT ^ CG 

ldselfddgr'l g7~7777777 + -°° 
3 c 1 T- - f T^T^^Tf tacagtc =agtagtccacagcgacactacacatctggggctgtac 

S L V G G L Q S V V + H S " 7 7 7 77 7 ~[ 7" + 

3 6 1 ^f? A _^!;?^ CGGCGCG 7^^ 

gdkrfga'l a"7777TT77777 + 420 

atcgacacgtcgcgctcggtaaactacggcgcgcaggcggatcgcgaaaaggcccgctat 

4^1 + + „ + _ 

IDTSRSVNYGAQ "a" 7 7 7 77 "a" "r " y~ + - 80 

AACGCGCGCACCGGTCAGCTGT^ITATCGAAAGCGGCTACGATTGGAGCAACGACGTGGTC 

4o 1 — — — — — — 4.— — ___ + _ _ ^ ^ _ ^ 

NARTGQLF I E S G~7 7 7~S "V 7 " v" 7 * - ° 

541 ^Tf TT^ AG ^ G TT CGCC ^ CCTCGCGTACA ^ 

N L E P F A N*7777777777777* -°° 
6 C 1 CAAGGCGC ^ GCG ? CGGCGC ^ CGCGGCGAT ^ GC ^^ 

Q G G A A a7*7777777777777 + "° 

6 6 1 ST?^!! !^ CGCGC ^ 

LGLRADT + Q w" 777 77 7 "l '77" p" V + - 2 ° 

721 GAGC !^ G !7 GGCAACA T CAGTACGG 

e l g w q h q"" ^777777777777* - 80 

7 8 1 f 0 ^ 00 ?^! 0 ^ 

r s d v a f 0*7777777777777* 840 

8 4 ! ^r 00000 ^ 0 ^^^^ 
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- ~ + + + 
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Figur 20 

ACCCGTCAACTGTCC^CCAGATCCACGCGGATATGGCTTCCGCCCAGATCAACGAAAGC 
TRQLSGQIHA *D K~ "a"s" ~A~~Q~~ i + ~N~ "e" "s " + - 0 
^ ^ CGTTACCTGCGCGATACCGCCACCGAGCGCTTGCGCCAGGCGGAAGGCCGCCGCACCGCT 

! 2 1 ACC ^ A f ^^^^ 

TDIKADDNGA V ~A~~K~ "l" ~L~ "g " V "w" ~G " ~H " " 
GC ^CGGCAACGACAACGCCACCGGTTACCAGACCTCCACCTATGGCGTGCTGTTAGG^ 

Ibl + + + + 

ASGNDNATGYQT S~~T "y" G V ~L " ~L " ~G " + 

2 4 1 ^^^CGACGGCCGGCTTGGC ATGATGACCGGGTATACCCGCACT 

L D S E L F G * D ~G " ~R~ V "q "m" "m" ~T~ "g " Y + "t" "r " V + -°° 

3 0 1 T?? G T^ A ^ AGG ™^ AGTC ^^ 

S L D G G Y Q + S D " A " V~S "d" "n"y "h ' "l ' G " "Z ~ "y~ + 

GGCGACAAACGCTTCGGCGCGTTGGCGCTGCGAGCGGGCGGCACCTATACCT>GGCATCGC 
j ol — — — »> _ + _ 

GDKRFGALAL r""a""g"S"t""y"t + "w""h"r" + 

atcgac acctcgcgttcggtgaactacggcgcgcagtcggatcgcgagaaggccaagtat 
idtsrsvnyg a""q"s""d"r"e""k + "a"k""y" + - 8 ° 

4 s i a ccggtcagctgttc atcgaaagcggctacgattggacgagcgatgcggtc 

N A R T G Q L + TTTTTTTV~T~T~D~TT + - 4 ° 
6 0 1 C J^ GC jt^^^ 

QGGAAALRGDKQSOSAT* a""s~~T _+ 

6 6 1 T^J^Jt^ll^ 

LGLRADT + E W~VTVTTVTV~L~~r"g~ + 

7 2 1 - T^T?^ AGCA ^AGTACGGC.AAGC7^AGCGTAAAACGCAGCTGATOTTCAAA 

E L G W Q H Q + "y~"g""k" + l""e"r""k""t"'q""l^"m"f"k" + l*° 

RTDAAFD + V I^TTYVTVVT'a'TV^ 

8 4 : ^^tcgatcta^^ 

" K A G V D V TTVTTTVTTTTTTT* 900 

9 o ^ - A ? 5^CGTCC AACCACC AGGACAAC AGCGTCAACGCCGGTCTCACCTGGCGCTTC 

Q L £ S N H Q D N S ""v N A "S" ~L~ "t" ~W + "r " *F 
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Figur 21 

FP. QLSGQ IK A*DI "a"s " "a"l" "j" "d"s " * - 0 
6 1 CG f TACC ^ c GTGAGGCGCTGAACC^CGTCTOCGTCAGGC3GA.^GCGCTGGCGAGCTCG 

RYLREAi/ng r"T'r"c"T"e""g"TT"s"s'* 
12 1 if CATCAAGGCGGA ^ 

S A I K A D E + D~V7~T7~VT7~VTV~D~~H~ + 
1 8 1 - - ™ f^-f ?. ™f ?^ AC ^GCTATCAGGCCTCGACCTACGGGGTGCTX3GTGGGG 

A S G D A N A + T G Y* + Q " A~~ S "t" " Y~ ~G ~ ~V*~l " "v"g " + 

L D S A A A A* D W R \ ~G " " v" " a" "t" _ G " " Y + ~T~~R " 7 ~* _°° 



301 



i ^ CGCTCCACGGCG <^TATGGGTCGAAGGCGGACAGCGACAACTACCACCTG<3CGGCGTAC 



SLHGGYGS K~T d"s" "d" Vy"h"T"a""a" V + 

3 6 1 ^^^C^!^ 0 

GDKQFGA + L A~7 " T " G " 77 T 77 T T 777 " ~R " + "° 

atcgacaccaagcgg ^g g '^aactacgggatgcagtcggaccgcgacacggcgaagtac 

4 —. J. — — — — — — — + — _____ + — _ _ _^ _ 

idtkrsvnygmq "s""d ~fT7~~t + 777~~y~* - 80 

481 t^ C J!^^^ 

S A R T E 0 L + TTTT7TTTVTV~e"w~77 + ^ 

5 4 1 ^5!?. _* ? ™?T5 ^ CC ^ CGTACGTC ^CTTTGAAAAC AACGGC ATCGCGGAA 

n l e p f v r."77V77T77TT77 + - 00 

601 ^^^5^ 



■ 6 &0 

DKQHTDATVST 



_ x ^GGACTCCGCGCGGACAra^ 

LGLRADT + E w""q" + v"s"p""""t" "-"7 + T T~^~ + ?2 ° 



66: 

QVSPGTTVALR 

^ AGCGAGCTG<!IX!^TGGCAACACCAGTACGGCGGGCTGGAGCGTGGCACCGGGCTGCGGT v rc 
, _ ^ + ^ 



W 



E R 



780 



7 8 1 ^_i??^f ^5?^ 

N G G N A P F + 7~7~7~T7~7~7~7~7~~D + ~G~7~7~ + 

8 4 1 f CGG ^ G ^ CGG ^ ^^^CGCCTCGCTGTCGCTGGGCTACGGC 

LKAGAEV + AVN W "a" ~S~ 7" 7" W 7~ "g" + 

9 o 1 -?°:T G -T G I^^ G ^f CA ^ AGGACAACAG CGTCAACGCCC^CrrCACCTGGCGCTTC 
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TTCCGTCAGCTGTCGGGGCAAATCCATGCGGACATCGCGTCGCCGCTGGTGAACGACAGC 
F R Q L S G c7 I H A + D "i ""a"~S " "a"l" "v + "n" "d" "s ~ + -° 
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